








LI FE INE I I IRE PS ESTAS gs 





Biochemische Zeitschrift. 


Beitrage 
zur chemischen Physiologie und Pathologie. 


Herausgegeben von 
F. Hofmeister -Wiirzburg, C. von Noorden- Frankfurt a. M., 
E. Salkowski-Berlin, A. von Wassermann-Berlin, N. Zuntz-Berlin 


unter Mitwirkung von 


M. Ascoli- Catania, L. Asher- Bern, G, Bertrand- Paris, A, Bickel- Berlin, F, Bilumentha:- 
Berlin, A. Bonanni-Rom, F. Bottazzi-Neapel, G. Bredig-Karlsruhei. B., A, Durig- Wien, F. Ehrlich- 
Breslau, H. v. Euler-Stockholm, J. Feigl-Hamburg, 8, Flexner-NewYork, J. Forssman- Lund, 
8. Frinkel-Wien, E. Freund-Wien, H. Freundiich-Berlin-Dahiem, E, Friedberger-Greifswald, 
E. Friedmann-Berlin, 0. v, Fiirth-Wien, G. Galeotti- Neapel, F. Haber- Berlin-Dahlem, H, J, Ham- 
burger-Groningen, P. Hari- Budapest, A. Heffter- Berlin, V. Henri- Paris, V. Henriques- 
Kopenhagen, W. Heubner-Géttingen, R, Héber-Kiel, M. Jacoby-Berlin, A. Koech-Géttingen, 
M. Kumagawa-Tokio, F, Landolf-Buenos Aires, L, Langstein-Berlin, P. A. Levene-New York, 
L, v, Liebermann-Budapest, J. Loeb-New York, A. Loewy-Berlin, A. Magnus-Levy- Berlin, 
3, A. Mandel- New Y ork, L. Marchlewski-Krakau, P. Mayer- Karlsbad, J. Melsenheimer-Greifswald, 
L. Michaelis~ Berlin, H. Molisch-Wien, J. Morgenroth- Berlin, E. Miinzer- Prag, W. Nernst- 
Berlin, W. Ostwald - Leipzig, W. Palladin - St. Petersburg, W. Pauli-Wien, R. Pfciffer- Breslau, 
E, P. Pick -Wien, J, Pohl- Breslau, Ch. Poreher- Lyon, P. Rona- Berlin, 8, Sa askin - St. Peters- 
burg, N. Sleber- St. Petersburg, M., Siegfried- Leipzig, 8. ?. L, Sérensen Kopenhagen, K. Spire- 
StraBburg, E, H. Starling-London, J. Stoklasa-Prag, W.Straub-Freiburgi.B. A. Stutzer-Konigs- 
berg i. Pr., H. v. Tappeiner-Miinchen, H,. Thoms- Berlin, P. Trendelenburg-Rostock, A. J. J. Van- 
develde-Gent, 0, Warburg- Berlin, W. Wiechowski- Prag, A. Wohl-Danzig, 3. Wohigemuth-Berlin 


Redigiert von 


C. Neuberg-Berlin. 


Neunundneunzigster Band. 


Berlin. 


Verlag von Julius Springer. 
1919. 














4 
4 
a 








J PASE FIN Essai 


1B he 








Sk TA A i hos FF LoD 


Inhaltsverzeichnis. 


Gad- Andresen, K. L. Eine Mikromethode zur Bestimmung von Harn- 
stoff in Blut und organischen Sekreten ....... ented 
Kleinmann, Hans. Uber die Bestimmung der Phosphorsiure. I. 
1. Uber die Bestimmung der Phosphorséure als Magnesium- 
ammoniumphosphat und die Behinderung der Fallung durch 
Serumbestandteile. 2. Uber die Bestimmung der Phosphorsiure 
als Uranylphosphat und als Silberphosphat .... press 
Kleinmann, Hans. Uber die Bestimmung der Sienehenitaen Ll. 
Die Bestimmung der Phosphorsdure im Phosphorsiure-Molybdin- 
komplex. Gravimetrische und colorimetrische Bestimmungs- 
ial oe eo ak! ah en tee, oe ae Ae el ease 
Kleinmann, Hans. Uber dic Bestimmung der Phosphorsiure. LILI. 
Die Bestimmung der Phosphorséiure im Phosphorsaéure-Molybdiin- 
komplex. 2. Volumetrische und sedimetrische Bestimmungs- 
| eee ee ee ee eatg 
Kleinmann, Hans. Uber die ‘titties der Phos iehanmen. IV. 
Die Bestimmung der Phosphorsiure als Strychnin-Phosphorsaure- 
Molybdanverbindung (Nephelometrie). 1. Allgemeine Prinzipien 
der Nephelometrie und Konstruktion eines neuen Nephelometers 
Kleinmann, Hans. Wher die Bestimmung der Phosphorsaure. V. 
Die Bestimmung der Phosphorsiure als Strychnin-Phosphorsaure- 
Molybdanverbindung. 2. Spezielle Phosphorsiure-Nephelometrie 
und Neuformung des Strychnin-Molybdanreagenzes 
Mursehhauser, Hans. Uber die Einwirkung von Carbonaten der 
alkalischen Erden auf Traubenzucker. II. Traubenzucker und 
reinstes Calciumcarbonat a a aa on tay ar ee 
Herzfeld, E. und R. Klinger. Studien zur Chemie der Eiwei8korper. 
Uber den artspezifischen Bau des EiweiBes. . . . . or 
Pauli, Wolfgang und Johann Matula. Untersuchungen iiber physi- 
kalische Zustandsinderungen der Kolloide. XXII. Zur allge- 
meinen Chemie der Caseinate. II. nt Sethe 


Seite 


19 


115 


. 150 


. 190 


. 204 


219 











IV 


Léwenstein, E. und W. Kosian. Weitere Untersuchungen iiber die 


Chininausscheidung im Kaninchenharn. ........24.-. 
Rewald, Bruno. Der Cholesteringehalt normaler aa sttiantialens 
menschlicher Organe.. . ° . ° 
Nord, F. F. Uber die ebadelivihe Riiden rung von hitestentn oar 

IRIE 5 18a! at Ce cig vas a eg eet ee ee eagle 
Pincussohn, Ludwig. Uber Ammoniakbestimmung im Harn. Mit 
Bemerkungen zur Methodik des Mikro-Kjeldahl. ....... 


Pincussohn, Ludwig. Uber die Bildung der Oxalsiure im Tierkérper 2 

Guggenheimer, H. Vergleichende Untersuchungen iiber Stickstoffaus- 
scheidung kranker Nieren mittels Harnstoffbelastung und Am- 
bardscher Konstante . eae 

Woker, Gertrud. Zur Theorie der Diiadeiions Pha ee > 

Wohlgemuth, J. Uber den vermeintlichen Abbau der Stirke and 
Formaldehyd. SchluBwort an Fri. G. Woker . 

Autorenverzeichnis ....... 





Seite 


267 


bo 


co 
co to | 


316 
320 





te lA 8 essen 























<> 





Eine Mikromethode zur Bestimmung von Harnstoff 
in Blut und organischen Sekreten. 


Von 


K. L. Gad-Andresen. 


(Aus dem zoophysiologischen Laboratorium der Universitat Kopenhagen.) 
(Hingegangen am 8. August 1919.) 


Mit 2 Figuren im Text. 


Zur quantitativen Bestimmung des Harnstoffs im Blute 
werden verschiedene luftvolumetrische Methoden angegeben, 
die im Prinzip alle iibereinstimmen, indem namlich die Pro- 
teinstoffe des Blutes in der einen oder andern Weise aus- 
gefallt werden, wonach der Niederschlag abfiltriert wird; im 
Filtrat wird dann der Harnstoff im Blute .durch Zersetzung 


durch Bromlauge bestimmt. 

Widal'), der iiber Harnstoff im Blute eine Reihe von Unter- 
suchungen’angestellt hat, wendet zu seinen Bestimmungen 10 bis 15 cem 
Blut an. Der entwickelte Stickstoff wird mittels Ivons Apparat ge- 
messen. Widal fand mit dieser Methode, da8B 50 mg Harnstoff in 
100 cem Blut das Normale sei. Eine ahnliche Methode gibt Barcroft?) 
an, der indessen nur 1 bis 2 com Blut verwendet. : 

Die Methode ist nicht sehr genau und erfordert auBerdem ziemlich 
viel Zeit: das Blut soll nimlich mit Alkohol mindestens einen Tag oder 
besser noch langer stehen, damit die Proteinstoffe vollstandig koagu- 
lieren kénnen. Nachdem das Blut lange genug gestanden hat, filtriert 
man den Niederschlag ab und behandelt ihn noch einmal mit Alkohol, 
um allen Harnstoff herauszuziehen. Der Alkohol wird verdampft und 
das Remanens in Kalilauge aufgelést. Der Harnstoff wird durch Be- 
handlung mit Bromlauge zersetzt und die so entwickelte Stickstoffmenge 
wird mittels Barcrofts Differential-Blutgasanalyseapparates gemessen, 
der hierzu mit besonderen Behaltern von ziemlich komplizierter Form 
versehen ist, indem namlich der Analysebehilter dazu eingerichtet ist, 

1) Widal, Semaine medicale. 

*) Barcroft, Journ. of Physiol. 29. 1902. 

Biochemische Zeitschrift Band 99. 1 











2 K. L. Gad-Andresen: , 


~ 


als Verdampfungsschale fiir den Alkohol zu dienen, der direkt nach und 
nach in diesen hiniiberfiltriert wird. 

Barcroft hat mit dieser Methode Resultate erreicht, die zwar 
genauer sind als die Widals, aber doch weit entfernt von denen, die 
man auf luftvolumetrischem Wege erreichen kann. 

Eine Methode, die ebenfalls darauf beruht, die entwickelte Stick- 
stoffmenge mit Hilfe von Barcrofts Apparat zu messen, ist von 
Siebeck') ausgearbeitet worden. Im Gegensatz zu Barcroft fallt er * 
die Proteinstoffe des Blutes mit Trichloressigsiure, filtriert dann den 
Niederschlag ab und neutralisiert das Filtrat mit Natron. Zu den Be- 
stimmungen verwendet er 0;2 com Blut-oder Serum. Mit Hilfe dieser 
Methode hat Siebeck eine Reihe von Bestimmungen an einer Harn- 
stofflésung gemacht und einen Durckschnittsfehler von 5°), gefunden, 
der, wie Siebeck selbst bemerkt, daher riihrt, daB der ProzeB zwischen 
Bromlauge und Harnstoff nicht vollstandig verlauft. 

Trotzdem der ProzeB nicht vollstandig verlauft, kann man 
doch sehr wohl die wahren Werte fiir Harnstoff mit Hilfe von 
Bromlauge erhalten, wenn man nur zwei Bedingungen erfiillt : 
erstens muB man eine Bromlauge von ganz konstanter Zu- 
sammensetzung benutzen, zweitens mu man die entwickelte 
Stickstoffmenge mit gréBtmdglicher Genauigkeit messen. 

Wenn man diese beiden Bedingungen erfiillt, kann man 
den Harnstoff auf volumetrischem Wege mit gréBerer Genauig- 
keit bestimmen, als dieses auf titrimetrischem Wege mdglich 
ist. Nach diesem Prinzip habe ich eine Methode zur quantita- 
tiven Bestimmung des Harnstoffs im Blute ausgearbeitet. Ich 
fille die Proteinstoffe des Blutes durch Kochen mit 0,01 n-Essig- 
siure aus, der essigsaures Natron zugesetzt ist, filtriere den 
koagulierten Proteinstoff ab und bestimme dann im Filtrate 
den Harnstoff durch Zersetzung mit Bromlauge. Die ent- 
wickelte Stickstoffmenge wird mit Kroghs Mikrorespirometer?) 
gemessen, indem man mit Hilfe der von Krogh angegebenen 
Formel*) berechnet, wieviel Kubikmillimeter Luft entwickelt sind. 
Indem man die Anzahl der Kubikmillimeter mit 1,256-10~* und 
einer Korrektion multipliziert, erhalt man die Stickstoffmenge 
in Milligramm. Zu einer Bestimmung verwendet man gewoéhn- 


lich 0,1 bis 0,15 com Blut. 


') Siebeck, Arch. f. klin. Med. 116. 

*) A. Krogh, diese Zeitschr. 62, 1914. 

%) Diese Zeitschr. 66, 512, 1914. Die Entwicklung der Formel findet 
sich in dieser Zeitschr. 62, 268, 1914, wo die Formel selbst indessen mit 
dem Fehler behaftet ist, daB die Temperatur nicht korrigiert ist. 
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Das Mikrorespirometer ist zu diesem Zwecke mit ellip- 
soidischen Kolben versehen (Fig. 1), ca. 10 bis 15 cem grob, 
mit eingeschliffenen Glaspfropfen, an denen ein kleiner Behilter 
fiir die Bromlauge angeblasen ist. 

Bevor ich dazu iibergehe, die Methode selbst zu | 
beschreiben, wird es nétig sein, auf ‘die. Reaktion 
zwischen Bromlauge und Harnstoff aufmerksam zu 
machen. Man pflegt anzunehmen, daB die Reaktion 
auf folgende Weise vorgeht: 

CO(NH,), +- 3 NaOBr +- 2NaOH = Na,CO, \ 

+ 3NaBr + 3H,O+ N,, ed 


\ | 
was ja eine vollstandige Oxydation des Kohlenstofts bet | 
zu Kohlensaéure und eine véllige Freimachung des / 
Stickstoffs bedeutet. / 

So verlaiuft der ProzeB jedoch nicht. Wie ‘sy 
M. Krogh’) gezeigt hat, oxydiert sich nicht aller me } 


Kohlenstoff zu Kohlenséure, ein Teil oxydiert sich nur zu 
Kohlenoxyd, und nicht aller Stickstoff wird zu freiem Stickstoff 

Der ProzeB ist abhangig von dem Verhiiltnis zwischen. 
Brom und Natronlauge, indem die Oxydation um so geringer 
wird, je weniger Brom das Reagens enthilt. Man kann also 
die Zahlen, die man mit Hilfe der Bromlauge fiir Stickstoff 
erhalt, nicht direkt anwenden, wenn man aber eine Bromlauge 
von konstanter Zusammensetzung benutzt, braucht man die 
' Bromlaugezahl nur ein fiir alle Mal gegeniiber Kjeldahl zu 
kontrollieren; aus dem Verhaltnis zwischen den beiden Zahlen 
erhalt man eine Korrektion, mit der man die Bromlauge- 
zahl multiplizieren muB, um die richtige Stickstoffzahl zu 
erhalten. 

Zu diesen Bestimmungen ist eine von M. Krogh*) an 
gegebene Bromlauge verwendet worden: 1 ccm Brom au 
100 cem 2 n-Natron. 

Bevor der Apparat zur Bestimmung des Harnstofis im 
Blute angewendet wird, muB man also die Korrektion finden, 
mit der die Bromlaugezahl multipliziert werden soll. Dieses 
geschieht, indem man an ein und derselben Harnstofflésung 


1) M. Krogh, Zeitschr. f. physiol. Chem. 84. 
2) M. Krogh, Deutsch. Arch. f. klin. Med. 120. 


1* 
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eine Stickstoffbestimmung mit Hilfe von Kroghs Mikrorespiro- 
meter und eine mit Hilfe von Kjeldahl vornimmt. 

Zur Korrektionsbestimmung habe ich eine Harnstofflosung 
von 0,10 g Harnstoff in 100 g Wasser benutzt, diese nach 
Kjeldahl bestimmt, und gefunden, daB sich in 100 g der 
Lésung 0,0460 g Stickstoff befand. Bei dem Mikrorespirometer 
wurde als Durchschnittswert einer Reihe von Bestimmungen 
0,0426 g Stickstoff gefunden. Aus dem Verhiltnis beider Zahlen 
findet man die Korrektion 1,08. Die Bestimmung durch das 
Mikrorespirometer, die unter denselben Bedingungen wie die 
Harnstoffbestimmung im Blute selbst vorgenommen werden 
muB, da die Reaktion von dem Verhiltnis zwischen Brom und 
Natronlauge abhiangig ist, geschieht auf folgende Weise: mittels 
einer Mikropipette, die im voraus kalibriert ist, werden 0,15 ccm 
der Harnstofflésung, deren Starke 0,10 g zu 100 com Wasser 
ist, abgemessen. Die Abmessung muB8 sehr genau sein, da selbst 
ein kleiner MeBfehler einen merkbaren EinfluB auf das Resultat 
haben wird. Der Inhalt der Pipette wird in den Analyse- 
behalter hiniibergebracht, wo sich im voraus 1 ccm 0,01 n-Essig- 
séure mit 1,35 com Wasser befindet, so daB sich dort im ganzen 
2,5 ccm Fliissigkeit von demselben Séuregrad befinden, wie bei 
der Bestimmung des Harnstoffs im Blute selbst. Die Pipette 
wird ausgespiilt, indem man aus dem Analysebehilter mehrere 
Male Fliissigkeié in diesen saugt; auf diese Weise erreicht man 
es, die ganze Harnstofflésung in den Behilter hiniiberzu- 
bekommen. Gleichzeitig bringt man im Behilter drei. kleine 
Glaskugeln an, die nétig sind, um die Flissigkeit in Bewegung 
zu setzen. In dem kleinen BehiaJter, der an den Pfropfen an- 
geblasen ist, werden 0,25 com Bromlauge abgemessen. Im vor- 
aus wird dort ein kleiner Docht aus ausgegliihtem Asbest an- 
gebracht, der nétig ist, um die Bromlauge zum Auslaufen zu 
bringen. 

In den Kontrollbehilter mi&t man 2,5 com Wasser ab. 
Die Behilter werden jetzt mit den respektiven Pfropfen in 
Verbindung gesetzt, die mit Hilfe dickwandiger Schliuche auf 
dem Manometer angebracht sind, worauf sie, nachdem sie mit 
einem breiten Gummiband an dem Manometer festgespannt 
sind, in ein Wasserbad von 17° gebracht werden, das durch 
durchstrémende Luft gut gemischt ist, so daB iiberall gleiche 
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Temperatur herrscht. AuBerdem ist das Wasserbad mit einem 
Thermoregulator versehen, so da8 dié Temperatur auf 17° kon- 
stant gehalten werden kann, da eine Temperaturverinderung 
von einem halben Grad einen bemerkbaren EinfluB auf die 
GréBe des Ausschlages haben wird. Nachdem die Behilter in 
das Wasserbad gebracht sind, wird kraftig geschiittelt, um die 
Fliissigkeit mit Luft zu sattigen von 17°, was sich als eine 
absolute Bedingung fiir die Genauigkeit der Bestimmung her- 
ausgestellt hat. Ist die Fliissigkeit nimlich nicht mit Luft 
von 17° gesittigt, wird ein Teil des Stickstoffs, der entwickelt 
wird, von der Fliissigkeit absorbiert, folglich wird man zu 
niedrige Resultate erhalten. Das Schiitteln der Behialter ge- 
schieht dadurch, da8 vorn am Wasserbad ein beweglicher 
Rahmen angebracht wird, an den die Holzplatten, auf denen 
die Manometer stehen, mittels einiger Metallklammern befestigt 
werden kénnen. Der Rahmen wird von einem Motor und einer 
gespannten Metallfeder hin- und zuriickgezogen. Um die Fliissig- 
keit mit Luft zu siattigen, ist es notwendig, ca. 20 Minuten 
zu schiitteln. Das Schiitteln muB so kriftig sein wie mdglich, 
denn je schneller geschiittelt wird, um so schneller wird die 
Luft absorbiert. Ob die Fliissigkeit gesittigt ist, kontrolliert 
man dadurch, daB man nach Verlauf von 15 bis 20 Minuten 
den Apparat verschlieBt und am Manometer abliest, dann 
wieder einige Minuten schiittelt und von neuem abliest. Hat 
das Manometer sich nicht verindert, heiBt das ja, daB die 
Flissigkeit mit Luft gesittigt ist. Diese Ablesung mu8 man 
ziemlich genau vornehmen und am liebsten imstande sein, 
1/9 mm wahrzunehmen, wenn man sehr genaue Resultate er- 
zielen will. Hat das Manometer sich verindert, wird wieder 
einige Minuten geschiittelt, und in dieser Weise fihrt man fort, 
bis zwei aufeinanderfolgende Ablesungen dasselbe Resultat er- 
geben. 

Wenn man sich nun auf diese Weise davon iiberzeugt hat, 
da8 die Flissigkeit mit Luft gesittigt ist, werden die Behilter 
aus dem Wasserbade herausgehoben, das Gummiband wird ab- 
genommen und der Analysebehilter wird in wagerechte Stellung 
hochgehoben. Die Bromlauge wird dann in die Filiissigkeit 
hinablaufen; der Behalter wird darauf wieder an den Apparat 
festgespannt und in das Wasserbad gestellt. Man schiittelt nun 
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3 Minuten so kriaftig wie méglich, liest das Manometer ab, 
schiittelt wieder 1 bis 2*Minuten und liest von neuem ab. 
Das Manometer wird sich dann in der Regel nach der ersten 
Ablesung nicht verandert haben, was ja bedeutet, daB die ganze 
Luft nach Verlauf von 3 Minuten ausgetrieben ist. 

Man berechnet dann, wie vielen Kubikmillimetern der be- 
treffende Ausschlag, in Millimeter abgelesen, entspricht. Indem 
man die Berechnung nach Kroghs Formel vornimmt, findet 
man die Korrektion, mit der die Bromlaugezahl multipliziert 
werden soll. 

Wie hervorgehoben, ist es von bedeutender Wichtigkeit, 
daB die Behalter so kraftig wie méglich geschiittelt werden, 
man muB jedoch darauf achten, da8 man nicht so stark schiittelt, 
daB Fliissigkeit in den kleinen Behalter hinaufspritzt, und zwar 
weder bevor noch nachdem die Bromlauge in die Flissigkeit 
gegossen worden ist. Spritzt Fliissigkeit in den Behalter hinauf, 
bevor die Bromlauge zugesetzt ist, ist die Analyse selbstver- 
stiindlich verloren, da man dessen nicht sicher sein kann, dab 
die Fliissigkeit in dem Augenblick mit Luft gesattigt war. 
Spritzt Fliissigkeit hinauf, nachdem die Bromlauge hinzugesetzt 
ist. werden die Resultate zu niedrig werden, da es nicht ge- 
lingen wird, den Stickstoff quantitativ aus der Menge auszu- 
treiben, die in den Behilter hinaufgespritzt ist, da diese Fliissig- 
keit so. gut wie nicht in Bewegung gerait. Es kommt also 
darauf an, den kleinen Behilter so anzubringen, daB selbst bei 
kriftigem Schiitteln nichts in diesen hinaufspritzen kann. Aus 
diesem Grunde ist der Analysebehilter ellipsoidisch, damit ein 
méglichst groBer Abstand zwischen der Flissigkeitsoberfliche 
und dem kleinen Behilter erzielt werden kann. Was das 
Schiitteln selbst betrifft, tut man am besten, den Druck 
des Motors so einzustellen, daS der Rahmen in kurze 
Schwingungen gerit, was zur Folge haben wird, daB die 
Fliissigkeit nicht so leicht hinaufspritzt. Wenn die richtige 
Stellung des Behilters gefunden ist, kommt es iibrigens sehr 
selten oder so gut wie nie vor, da etwas in diesen hinauf- 
spritzt. 

In untenstehender Tabelle habe ich ein paar Analysen der 
Serie angefiihrt, die an der Harnstofflésung 0,10 bis 100 ge- 
macht worden ist. 
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Apparat 1. Apparat 2. 
Die Behalter werden geschiittelt. 
Zeit Manometerablesung Manometerablesung 
links rechts links rechts 
mm mm mm mm 
Ne 103,9 104,0 98,2 97,0 
i hag 102,2 105,3 98,5 97,2 
17 102,2 105,3 98,5 97,3 
Die Bromlauge wird hinzugesetzt, 
11” 71,3 136,3 70,3 125,0 
71,2 136,3 70,2 125,0 
31,0 31,0 28,3 27,7 
Ausschlag des Manometers: Ausschlag des Manometers: 
62,0 mm = 51,2 emm 56,0 mm = 50,9 cmm 


Im Apparat 1 ist der Wert von | mm == 0,826 cmm nach Kroghs 
Formel berechnet. 

Im Apparat 2 ist der Wert von | mm = 0,909 cmm nach Kroghs 
Formel berechnet. ; 

Der Mittelwert der entwickelten Stickstoffmenge ist bei der Ana 
lysenserie, die ich gemacht habe, 50,9 cmm. Die Stickstoffmenge, im 


. . 2 
Gewicht pro 100 cem ausgedriickt, ist also sale at 0,0426 g 


Nach Kjeldahl ist der Stickstoff pro 100 ccm 0,0460. 

Die Korrektion ist also, wie friiher erwahnt, 1,08. 

Die Harnstoffbestimmung im Blute selbst wird in der 
Weise vorgenommen, daB8 man mittels derselben Pipette, die 
benutzt wurde, um damit die Bromlaugezahl gegeniiber K je!- 
dahl zu korrigieren, genau 0,15 ccm Blut abmiBt. Vorher mibt 
man in einem Zwergreagensglas 1 ccm 0,01 n-Essigsiure, der 
0,01 n-essigsaures Natron zugesetzt ist, ab. Die zweckmibBigste 
GréBe des Reagensglases ist ca. 40 mm Linge und 10 mm 
Durchmesser. Die Blutprobe fiihrt man in der Weise in das 
Reagensglas iiber, daB man die Pipette unter die Essigsiure 
fiihrt und dann den Finger am Ende der Pipette losliBt; das 
Blut wird auf diese Weise hinuntersinken und sich als eine 
Schicht auf den Boden des Reagensglases legen. Den letzten 
Rest Blut entfernt man, indem man vorsichtig im die Pipette 
blast. Diese hebt man nun ein Stiick in die Essigsaure hinauf, 
worauf man einige Male Flissigkeit hinaufsaugt. Indem man 
die Fliissigkeit langsam auslaufen lat, wird die Pipette voll- 
kommen rein gespiilt. 

Darauf sochiittelt man das Reagensglas, um das Blut in 
der Essigsiure zu verteilen, was ndtig ist, da das Blut nun 
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gekocht werden soll, um die Proteinstoffe zum Koagulieren zu 
bringen. 

Wenn das Blut auf dem Boden liegen bleibt, wird das 
Kothen stoBweise erfolgen, was zur Folge haben wird, dab 
leicht etwas Blut aus dem Reagensglas spritzt. Die Probe ist 
dann verloren. Man fdrdert die Verteilung des Blutes in der 
Essigsiure, indem man eine kleine Kugel in das Reagensglas 
bringt, was auch ein stoBweises Kochen verhindern wird. Nach- 
dem das Blut in die Fliissigkeit hinaufgeschiittelt ist, erwarmt 
man sie vorsichtig iiber einem Mikrobrenner bis zum Siede- 
punkt und hilt sie so einige Minuten. Die Proteinstoffe des 
Blutes werden dann. koagulieren, und man erhilt eine klare 
Lésung, die Harnstoff enthilt. Das Reagensglas wird einige 
Minuten zum Abkiihlen hingestellt. Wéahrend es dort steht, 
tariert man den Analysebehalter, worauf man ihn in ein kleines 
Stativ stellt. Die Harnstofflosung wird in den Analysebehiilter 
hiniiberfiltriert, indem man in dessen Hals einen kleinen Filter 
aus Filtrierpapier anbringt, den man zuvor gut ausgewaschen 
hat, so daB er keine stickstoffhaltigen Bestandteile enthalt, die 
von der Bromlauge zersetzt werden kénnen. Das Filtrieren 
geht in der Weise vor sich, daB die Fliissigkeit lings eines 
kleinen Glasstabes auf das Filter liuft, nachdem man zuvor 
mit Hilfe dieses das Koagulum entzwei geriihrt hat, was be- 
wirkt, da8 der Niederschlag leichter auszuwaschen ist, als wenn 
das Koagulum auf den Filter wie ein Klumpen niederfiallt. 
Wenn die Fliissigkeit abgelaufen ist, wascht man den Nieder- 
schlag aus, indem man einige Tropfen Wasser in das Reagens- 
glas bringt; mittels des Glasstabes riihrt man gut um, um den 
ausgeschiedenen Proteinstoff loszukratzen, der sich auf die Seiten 
des Glases festgesetzt hat. ‘Der Inhalt wird wieder auf das 
Filter gegossen, indem man die Fliissigkeit langs des Glasstabes 
hinablaufen 14Bt. In dieser Weise faihrt man fort, bis das 
Filtrat 2,5 g wiegt. Indem man das Auswaschen so vornimmt, 
erreicht man, da8 das Reagensglas vollstandig reingespiilt wird, 
und durch das tropfenweise Auswaschen wascht man den Nieder- 
schlag so aus, daB er keinen Harnstoff enthalt- DaB dieses 
der Fall ist, wurde dadurch kontrolliert, daB man den schon 
einmal ausgewaschenen Niederschlag mit weiteren 2,5 com Wasser 
auswusch und an dem Filtrat eine Harnstoffbestimmung machte: 
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es zeigte sich dann, da es keinen Harnstoff enthielt. Wenn 
nun das Filtrat in dieser Weise bis zu 2,5 g aufgewogen ist, 
setzt man die Behilter mit den respektiven Pfropfen in Ver- 
bindung und verfaihrt in derselben Weise, wie es bei der 
Korrektionsbestimmung beschrieben wurde. Nur will ich darauf 
aufmerksam machen, da der Ausschlag, der auf dem Mano- 
meter dadurch zustande kommt, da die Fliissigkeit sich mit 
der Luft sattigt, hier gréBer als bei der Korrektionsbestimmung 
ist. Dieses beruht darauf, daB die in der Fliissigkeit absor- 
bierte Luft ausgetrieben wird, wenn man die Blutlésung kocht, 
um die Proteinstoffe zum Koagulieren zu bringen. Werden die 
Behalter nun geschiittelt, so sittigt sich die Fliissigkeit mit 
Luft, was durch ein Steigen der Manometerzahl in dem Zweige 
erkennbar wird, der mit dem Analysebehilter in Verbindung 
steht. Ist die Bestimmung gemacht, berechnet man, wie viel 
Harnstoffstickstoff das Blut enthalten kann, indem man die 
Anzahl der Kubikmillimeter Stickstoff, die entwickelt ist, mit 
1,256 -1,08- 10? 
~ 0,15-10% 

multipliziert, wodurch man die Harnstofistickstoffmenge pro 
100 cem Blut erhalt. 

Wenn es wiinschenswert ist, kann man daraus berechnen, 
wieviel dieses in Harnstoff ist. 

Nun verhalt es sich allerdings so, daB die Bromlauge 
nicht nur Harnstoff, sondern gleichzeitig auch einen Teil anderer 
stickstoffhaltiger Stoffe, die man im Blute findet, zersetzt, so 
wie Ammoniak, Harnsaiure, Kreatin und Kreatinin, was ja be- 
deutet, daB die Methode zu hohe Resultate ergibt. Diese ist 
also mit einem systematischen Fehler behaftet, den man in- 
dessen korrigieren kann, so da8 man eine isolierte Harnstoff- 
bestimmung erhilt. Von den obengenannten Stoffen, die von 
der Bromlauge zersetzt werden, wird nur Ammoniak vollig zer- 
setzt; die iibrigen geben nur eine gewisse Menge ihres Stick- 
stofigehalts ab. Harnsiure, die in der groéBten Menge vor- 
kommt, gibt so nach Verlauf von 5 Minuten nur 20,7°/, ihres 
Stickstoffgehalts ab. 

Rechnet man durchschnittlich 3 mg Harnsaure in 100 ccm 
Blut, das ist 1 mg Harnsiurestickstoff, so wird durch die Brom- 
lauge eine Stickstoffmenge von 0,2 mg in 100 cem Blut entwickelt. 
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Kreatin und Kreatinin kommen in so geringer Menge vor, 
daB sie in diesem Zusammenhang vdllig vernachliissigt werden 
konnen. Was endlich Ammoniak betrifft, so hat es sich bei den 
Untersuchungen von V. Henriques') und E. Christiansen 
gezeigt, daB dessen Mengen sehr klein und ziemlich konstant 
sind. Als Mittelwert einer Reihe von Untersuchungen wird 
0.27 mg in 100 ccm Blut angegeben. Die gesamte Korrektion 
fiir Harnsiure und Ammoniak wiirde sich also auf 0,5 mg in 
100 cem Blut belaufen, welche GréBe man also von dem Ana- 
lyseresultat abziehen muB. 

Indem man diese Korrektion einfiihrt, erhilt man eine 
isolierte Harnstoffbestimmung, in der der systematische Fehler 
so klein ist, da& man ihn vernachlassigen kann, da er in jedem 
Falle kleiner sein wird als der zufallige Fehler, reel bei det 
Bestimmung selbst unterlaufen kann. 

Wihrend der Ausarbeitung der Methode meinte ich, ohne 
von V. Henriques’ und KE. Christiansens Untersuchung 
Kenntnis zu haben, es kénne von Interesse sein, Ammoniak 
fiir sich und Harnstoff fiir sich zu bestimmen, und suchte so 
eine Methode zur Bestimmung von Ammoniak neben Harnstoff 
auszuarbeiten. 

Das Prinzip der Methode besteht darin, daB zwei Be- 
stimmungen an derselben Blutprobe vorgenommen werden, 
nimlich vor und nach der Entfernung des Ammoniaks. Die 
Differenz beider Bestimmungen gibt die Ammoniakmenge an. 
Durch Eindampfen des Blutes im Vakuum bis zur Trockenheit 
entfernt man den Ammoniak. Es traten wahrend dieses Ein- 
dampfens Verinderungen mit dem Blute ein, die zur Folge 
hatten, dali’ man héhere Werte fiir Harnstoff erhielt als vor 
Sintrocknen des Blutes. “Es scheint, als ob wahrend des 
Eindampfens dieses oder jenes mit den Bestandteilen des 
Blutes vor sich ging, so da8 sie sich von der Bromlauge zer- 
setzen lieBen. 

Diese Reaktion hérte auf, nachdem ein Puffer hinzugesetzt 
war, dessen Wasserstoffionenkonzentration der des Blutes nahe- 
kam. Als Puffer wurde S. P. L. Sérensens’) Boratlosung, 9 Teile 


') Henriques und Christiansen, diese Zeitschr. 78, 80. 
*) S. P. L. Sérensen, Enzymstudien. Mitteilungen vom Carlsberg- 
Laboratorium 8, 1. Heft, 1909. 
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Borat -;- 1 Teil Natron verwendet. Ebenso zeigte es sich, daB 
man wahrend des Eindampfens keine hohere Temperatur als 
20 bis 25° anwenden durfte. Wendete man eine Temperatur 
von 30° und dariiber an, so ging eine Umwandlung von Harn- 
stoff in Ammoniak vor sich. 














Fig. 2 


Das Eindampfen des Blutes im Vakuum mit Hilfe des 
Apparates, der in Fig. 2 gezeigt ist, geht in folgender Weise vor 
sich. In einem Chlorcalciumrohr, dessen Kugel einen Raum- 
umfang von 5 bis 6 ccm hat, mit man 0,15 ccm Blut ab. 
Die Pipette wird mit Wasser gespiilt, das man ebenso in die 
Kugel bringt. Darauf setzt man 0,01 cem Puffer hinzu. 

Durch Rotation des Rohres verteilt sich das Blut tber 
die Kugel und erhalt so eine groBe Oberfliiche. Das eine Ende 
des Chlorcalciumrohrs verbindet man mittels eines passenden 


-Gummischlauches mit einer Waschflasche, in der sich kon- 


zentrierte Schwefelsiure befindet. Den einen Zweig der 
Waschflasche, der zur Atmosphire fiihrt, verbindet man durch 
einen dickwandigen Schlauch, mit einem Capillarrohr. An 
den Gummischlauch, der das Capillarrohr mit der Wasser- 
flasche verbindet, bringt man einen Klemmhahn an, so dab 
man die Luftzufuhr regulieren kann. Nachdem der Apparat 
zusammengesetzt ist, bringt man das Chlorcalciumrohr in ein 
Wasserbad auf 25°, wonach man fiir den Wassersauger 6ffnet 
Durch Schrauben des Klemmhahns reguliert man die Luft- 
zufuhr so, daB man ein passendes Vakuum erhalt, in dem die 
Blutfliissigkeit verdampft. Wiahrend des Eindampfens dreht 
man das Rohr, so da8 sich das Blut wie eine diinne Haut 
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iiber die Kugel verbreitet. Man mu8 darauf achten, die Luft- 
zufuhr so zu regulieren, daB die Verdampfung nicht zu gewalt- 
sam wird. Nach Verlauf von 5 Minuten wird das Blut ein- 
getrocknet und aller Ammoniak verfliichtigt sein. Da dieses 
der Fall ist, wurde kontrolliert, indem ich dem Blute eine 
bekannte Menge Chlorammonium zusetzte, in der ich zuvor 
eine Ammoniak- und Harnstoffbestimmung gemacht hatte, das 
Blut wie beschrieben bis zur Trockenheit eindampfte, und an 
der Remanenz eine Harnstoffbestimmung machte. Es zeigte 
sich da, daB der zugesetzte Ammoniak verschwunden war. 
Wenn das Blut bis zur Trockenheit eingedampft ist, lost man 
die Remanenz in 1 ccm 0,01 n-Essigsiure auf, der 0,01 n-essig- 
saures Natron zugesetzt ist, indem man in der Weise verfahrt, 
daB man von einer 1-ccm-Pipette einige Tropfen Essigsiure 
hinzusetzt, worauf man den Behilter so rotiert, daB sich das 
Blut auflést. Das aufgeléste Blut bringt man in ein Reagens- 
glas, setzt darauf noch einige Tropfen Essigsiure zur Kugel 
hinzu und faihrt in dieser Weise fort, bis die Kugel.vollstandig 
rein ist. Nachdem das Blut in das Reagensglas hiniiber- 
gebracht ist, wird es bis zum Sieden erwaérmt, wodurch die 
Proteinstoffe zum Koagulieren gebracht werden. Der Harnstoff 
wird dann in der friiher beschriebenen Weise bestimmt. 

Mit Hilfe dieser Methode habe ich eine Reihe von Am- 
moniakbestimmungen an ‘“Menschen- und Ochsenblut vorge- 
nommen. ‘ 

Die Werte, die ich hierdurch fand, waren bedeutend nie- 


driger als man friiher angab. Der héchste Wert war 0,8 mg: 


Ammoniak in 100 ccm Blut. Bei den meisten Bestimmungen 
wurde kein Ammoniak gefunden, was bedeutet, da weniger 
als 0,5 mg in 100 ccm Blut vorhanden war, da 0,5 mg der 
groBte Fehler ist, mit dem man bei der Methode rechnen muB. 

Als ich indessen von den Untersuchungen V. Henriques’ 
und E. Christiansens erfuhr, meinte ich nicht, daB es fiir 
die Genauigkeit der Harnstoffbestimmung von Bedeutung sein 
wiirde, weiter zu gehen, sondern begniigte mich damit, die 
Korrektion 0,25 pro 100 ccm Blut fiir Ammoniak einzufihren. 
Mit Hilfe dieser Methode habe ich eine Reihe von Harnstoff- 
bestimmungen an Blut vorgenommen, die das Resultat er- 
gaben, da8 Blut normalerweise 15 mg Harnstoffstickstoff auf 
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100 cem Blut enthalt. Der niedrigste Wert, den ich gefunden habe, 
ist 10 mg in 100 ccm Blut, der héchste 23 mg in 10Q ccm Blut. 
_ Um die Genauigkeit, die man durch diese Methode er- 
reichen kann, zu zeigen, habe ich in untenstehender Tabelle einige 
Bestimmungen angefiihrt, die an Ochsenblut gemacht wurden. 

In Apparat 1 ist der Wert von 1 mm: 0,909 cmm. 

In Apparat 2 ist der Wert von 1 mm: 0,826 cmm. 

Die beiden ersten Bestimmungen sind Doppelbestimmungen 
direkt am Ochsenblut. Die vier folgenden sind Bestimmungen 
an demselben Blut, nachdem zu 100 cem 0,1 g Harnstoff hin- 
zugesetzt worden sind, was bedeutet, daB die berechnete Harn- 
stoffstickstoffmenge 59,1 mg pro 100 ccm Blut ist, indem ich 
die Korrektion 0,5 abziehe. 

Wie man an den Resultaten sieht, sind die gefundenen 
Werte vergleichsweise 59,1, 59,2, 58,9, 58,8. Der Durchschnitts- 
wert ist also 59,0, was einen Durchschnittsfehler von 0,1 mg 
bedeutet. Der groBte Fehler bei den einzelnen Bestimmungen 
belauft sich bei diesen Analysen auf 0,3 mg, doch mu8 man 
in der Regel mit einem Fehler von 0,5 mg rechnen. 


Apparat 1. Apparat 2. 
_ Die Behalter werden geschiittelt. 
Zeit Manometerablesung Manometerablesung 
links rechts links rechts 
mm mm mm - mm 
as 99,3 96,9 105,8 102,2 
290 103,1 93,0 105,7 102,0 
ae 103,1 93,1 105,7 102,0 
Die Bromlauge wird zugesetzt. : 
28 95,0 101,0 96,5 110,5 
280 94,8 101,3 96,3 110,9 
aad 94,8 101,38 96,3 110,9 


Der Ausschlag des Manometers: Der Ausschlag des Manometers: 

16,5 mm =15,0 cmm—13,6 mg N, 18,1mm = 15,0 cmm — 13,6 mgN, 

pro 100 cem Blut = 13,1 mg Harn- pro 100 ccm Blut = 13,1 mg Harn- 
stofistickstoff pro 100 ccm Blut. stoffstickstoff pro 100 com Blut. 


Apparat 1. Apparat 2. 
0,10 g Harnstoff ad 100 ccm Blut. 
Die Behalter werden geschiittelt. 


Zeit Manometerablesung Manometerablesung 
links rechts links rechts 
mm mm mm mm 

210 99,2 | 96,8 104,1 103,0 

2% 99;9 96,3 104,1 103,0 


288 99,9 96,4 104,4 103,6 
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Apparat 1. Apparat 2. 
‘ Die Bromlauge wird zugesetzt. , 
Zeit Manometerablesung Manometerablesung 
links rechts Jinks rechts 
mm mm mm mm 
Qs 63,0 131,9 64,2 142,3 
ad 62,8 131,8 64,0 142.5 
2 62,9 131,9 63,9 142,5 
Der Ausschlag des Manometers: Der Ausschlag des Manometers 
72,5 mm == 59,1 mg Harnstoffstick- 79,5 mm = 58,9 mg Harnstoffstick 
stoff pro 100 cem Blut. stoff pro 100 ccm Blut. 
Apparat 1. Apparat 2. 
Die Behalter werden geschiittelt. ' 
Zeit Manometermessung Manometermessung 
links rechts links rechts 
mm mm mm mm 
2 99,3 96,5 105,2 103,4 
0d 99,0 96,8 105,0 103,1 
238 99,0 96,7 105,0 103,1 
Die Bromlauge wird zugesetzt. 
2 62,4 132,4 65,0 142.3 
i 62,2 132,6 64,9 142,4 
240 62,2 132,6 64,9 142.4 


Der Ausschlag des Manometers: Der Ausschlag des Manometers: 
72,7 mm = 59,2 mg Harnstoffstick- 79.4 mm = 58,8 mg Harnstoffstick- 
stoff pro 100 ccm Blut. stoff pro 100 cem Blut. 


Um zu kontrollieren, ob es wirklich die wahren Werte 
sind, die man mit Hilfe von Bromlauge fiir Harnstoff erhalt. 
wenn man in der von mir angegebenen Weise verfaihrt. habe 
ich einige vergleichende Bestimmungen zwischen der Bromlauge- 
und Ureasemethode gemacht, die von E. K. Marshall') aus- 
gearbeitet und von Cullen und von van Slyke*) modifiziert 
worden sind, welche Modifikation ich zu meinen Bestimmungen 
benutzt habe. Da man hier im Gegensatz zur Bromlauge ein 
spezifisches Harnstoffreagens hat, ist es also jetzt mdglich, zu 
kontrollieren, ob die Bromlaugemethode die absoluten Werte 
gibt oder ob ein konstanter Fehler vorhanden ist. 

Ich habe deshalb eine Reihe vergleichender Bestimmungen 
an Blut, Galle, Schwei8, Mileh und Muskelgewebe gemacht. 
Es zeigte sich da, wie die untenstehende Tabelle zeigt, daf 
die beiden Methoden die gleichen Werte fiir Harnstoff in Blut, 
Galle, Schwei8B und Milch ergeben, wogegen die Bromlauge- 


1) KK. Marshall, Journ. of Biolog. Chem.’ 14, 1913. 
*) Cullen und van Slyke, Journ. of Biolog. Chem. 19. 
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methode zur Bestimmung von Harnstoff im Muskelgewebe un- 
anwendbar ist, und zwar, weil Muskelgewebe stickstoffhaltige 
Verbindungen, wie Kreatin, enthilt, die von der Bromlauge 
unter Stickstoffentwicklung teilweise zersetzt werden und im 
Muskelgewebe in relativ groBer Menge vorkommen. 

Da der zufallige Fehler der Ureasemethode gréBer als der 
der Bromlaugemethode ist, habe ich eine Reihe von Bestim- 
mungen gemacht und dann den Mittelwert derselben genommen. 
Bei der Bestimmung von Harnstoff in Galle ist es notwendig, 
die Gallenfarbstoffe auszufallen, widrigenfalls nach der Zusetzung 
der Bromlauge eine Sauerstoffaufnahme stattfinden wird, was 
zur Folge hat, daB man zu niedrige Werte fiir Harnstoff erhiilt 

Bei den Gallenbestimmungen bin ich in der Weise ver- 
fahren, daB ich 5 ccm Galle, mit dem 5 fachen Volumen Wasser 
verdiinnt, abgemessen und danach die Farbstoffe durch Hinzu- 
setzen von 4 ccm einer Lésung von Natriumphosphat ® ,, und 
6 ccm einer Lésung von Calciumchlorid ®/; ausgefillt habe. 

DerausgeschiedeneNiederschlag wird abfiltriert und mit Wasser 
ausgewaschen, bis das gesamte Fliissigkeitsvolumen == 50 ccm ist 
An dem Filtrat habe ich dann in gewohnlicher Weise eine Harnstoft- 
bestimmung gemacht, indem ichzu einer Analyse 2.5 ccm abmal} und 
dann berechnete, wieviel Harnstoff man pro 100 ccm Galle findet 


Tabelle. 
Harnstoffstickstoff pro 100 ccm. 
Ochsenblut. 
Ureasemethode Bromlaugemethode 

13,4 ) 13,7 
13,9 13,8 | 
13,8 4 Mittelwert 13,6 13,7 Mittelwert 13,7 
13,9 | . 13,9 
13,1 13,4 

Ochsenblut. 
14,9 7 | 
se Mittelwert 15,3 | Mittelwert 14,9 
15,5 5,0 

‘a Milch. 
7 \ Mittelwert 18,7 In’) |. Mittelwert 13,9 
Galle. 

9, ( " s ms b a 
108 ; Mittelwert 16,3 a \ Miitelwert 16,5 

Schwei8." 
197 | Mittelwerg 19,8 ig} Mittelwert 19,8 
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Gleichzeitig habe ich kontrolliert, ob die von M. Krogh’) 
angegebene Methode zur Bestimmung von Harnstoff im Harn 
die wahren Werte fiir den Harnstoff liefert, oder ob, wie die 
Verfasserin selbst meint, ihre Bestimmungen etwas zu hoch sind. 

Als die Bromlaugemethode von M. Krogh ausgearbeitet 
wurde, war die Ureasemethode noch nicht veréffentlicht. Um 
eine Kontrolle der Resultate zu gewinnen, wurde erstens mit 
der Autoklavierungsmethode verglichen, die bislang nach den 
Untersuchungen von Henriques und Gammeltoft?) als die 
beste angesehen wurde. 

Es zeigte sich-dann, daB die Bromlaugemethode noch 
niedrigere Zahlen ergab; es ist aber, wie die Verfasserin selbst 
hervorhebt, médglich, daB die wirklichen Harnstoffzahlen noch 
niedriger sind, da man sich nicht darauf verlassen kann, daB 
alle Stoffe, die von Bromlauge beeinfluBt werden, von der 
Phosphorwolframsaure ausgefallt worden sind. Um dieses Ver- 
haltnis zu kontrollieren, habe ich einige Harnstoffbestimmungen 
am gleichen Harn, und zwar teils nach der Bromlauge- und 
teils nach der Ureasemethode, vorgenommen. 

Bei der Bromlaugemethode habe ich die von Verfasserin 
angezeigte Vorgangsweise benutzt, nur habe ich, um so genaue 
Bestimmungen wie mdglich zu gewinnen, die entwickelte Stick- 
stoffmenge nicht in dem von der Verfasserin angegebenen Meb- 
apparat abgemessen, sondern in Kroghs Mikrorespirometer, 
auf die Weise, wie ich beschrieben habe. 

Wie es aus untenstehender Tabelle hervorgeht, sind ver- 
gleichende Bestimmungen am Menschen- wie auch am Tierharn 
vorgenommen worden. 

Die Bestimmungen am Menschenharn haben besonders 
klinisches Interesse, wogegen die Bestimmungen am Tierharn 
besonders aus theoretischen Riicksichten vorgenommen sind, 
teils um zu kontrollieren, ob stickstoffhaltige Stoffe im Tier- 
harn enthalten sind, die sich gegeniiber Phosphorwolframsaure 
anders verhalten als diejenigen im Men&chenharn, wofiir man 
von vornherein nicht GewiBheit hat, teils um festzutellen, ob 
die Bromlaugemethode bei wissenschaftlichen Versuchen ver- 
wendbar ist, wenn man Tiere als Versuchsobjekte benutzt. 





1) M. Krogh, Zeitschr. f. physiol. Chem. 84. 
*) Henriques und Gammeltoft, Skand. Arch. f. Physio). 25, 168. 
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Menschenharn. 
Harnstoffstickstoff pro 100 ccm Harn. 
Bromlaugemethode Ureasemethode 


Bis « 3s ee 0,96 g 
RP. wes «¢ Oe 0,77 g 
Cees ig ORS 0,72 g 
Be. 4 se ee 0,51 g 
Mi ot ote 0,71 g 
Tierharn. 
Bromlaugemethode Ureasemethode 
Hund ... 2,50 g 2,55 g 
Kaninchen . 2,90 g 2,80 g 
Pferd A .. 1,708 1,70 g 
oP sw ee 1,80 g 
Kuh A... 0,18 g 0,18 g 
mi Be 2. RRS 0,30 g 


Die Resultate zeigen eine derart gute Ubereinstimmung 
zwischen den beiden Methoden, daB sie,-praktisch genommen 
dieselben Werte ergeben, indem die Schwankungen, die vor- 
gefunden wurden, innerhalb der zufalligen Fehler, die bei beiden 
Bestimmungen vorkommen k6nnen, liegen. 

Wenn man Harn mit Phosphorwolframsiure fallt, werden 
also alle stickstoffhaltigen Stoffe ausgefallt, die von Bromlauge 
beeinfluBt werden, mit Ausnahme von Harnstoff, falls nicht 
absolut quantitativ, dann “doch jedenfalls so, daB der Fehler, 
der auf Luftentwicklung mit Bromlauge von nicht ausgefillten 
stickstoffhaltigen Stoffen beruhen kann, nicht groBer ist als 
der Fehler, der bei der Ureasemethode bei der Titrierung vor- 
kommen kann. 

Die Bromlaugemethode, wie von M. Krogh angegeben, 
ergibt also die wahren Werte auf Harnstoff derart, daB die 
Methode nicht nur zum klinischen Gebrauch verwendbar ist, 
sondern auch als villig genau zu wissenschaftlichen Versuchen 
sowohl an Menschen- wie an Tierharn benutzt werden kann. 


Zusammenfassung. 
Eine Mikromethode zur Bestimmung von Harnstoff im 
Blute ist dargestellt worden. Die Methode gibt eine isolierte 
Harnstoffbestimmung, indem man wegen der iibrigen stickstoff- 


haltigen Stoffe, die von der Bromlauge zersetzt werden, das 
Biochemische Zeitschrift Band 99 9 
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Analyseresultat durch Subtraktion der Korrektion 0,5 mg pro 
100 cem korrigiert. 

Der systematische Fehler, der hierdurch entsteht, ist so 
klein, daB man ihn iibersehen kann, da er stets kleiner sein 
wird als der zufallige Fehler, der bei der Bestimmung selbst 
unterlaufen kann. Der zufallige Fehler belauft sich auf 0,5 mg 
pro 100 ccm. Die Methode wurde mit der Ureasemethode 
verglichen, mit der sie tibereinstimmende Ergebnisse liefert. 

Sie ist anwendbar auf Blut und die verschiedenen Sekrete 
des Organismus, dagegen kann sie nicht zur Bestimmung von 
Harnstoff im Muskelgewebe benutzt werden. 





Zum Schlusse méchte ich Herrn Prof. Krogh meinen 
Dank aussprechen fiir die Hilfe, die er mir bei dieser Arbeit 
in verschiedener Weise geleistet hat. 




















Uber die Bestimmung der Phosphorsiure. I. 


1. Uber die Bestimmung der Phosphorsiure als Magnesium- 
ammoniumphosphat und die Behinderung der Fallung durch 
Serumbestandteile. 


2. Uber die Bestimmung der Phosphorsiure als Uranylphos- 
phat und als Silberphosphat. 
Von 
Hans Kleinmann. 
Unter Leitung von Joh. Feigl. 


(Aus dem chemischen Laboratorium des Allgemeinen Krankenhauses 
Hamburg-Barmbeck.) 


(Eingegangen am 5. August 1919.) 


A. Einleitung. 

Wihrend fiir die Ionen ,,.K“ und ,,SO,“ durch die Arbeiten 
Hamburgers grundlegende neue mikrochemische Bestimmungs- 
verfahren geschaffen wurden, ist das Gebiet der Bestimmung 
des PO,-Ions trotz zahlreicher Arbeiten in vieler Hinsicht noch 
widerspruchsvoll und nicht vollig geklirt. Von welcher Be- 
deutung aber gerade die Kenntnisse tiber den P-Stoffwechsel 
und dessen Verteilung in kolloide (Phosphatide, Nucleine) und 
krystalloide Fraktionen im Serum sind und noch zu werden 
versprechen, lehrt das Anwachsen der Literatur dieses Gebietes 
in den letzten 3 Jahren sowie das Erscheinen zahlreicher Vor- 
schlige zur makro- und mikrochemischen Bestimmung des PO,- 
Ions. Ein kurzer Uberblick iiber die Entwicklung dieses Ge- 
bietes sowie die Ursachen zur Vornahme nachfolgender Arbeit 
ist daher vorauszuschicken. 

Die Bestimmung der Phosphorsiiure bildet den Angelpunkt 
nicht nur zur Bestimmung von Phosphaten, sondern zur Be- 
stimmung komplizierter organischer Komplexe, wie Phosphatide, 
Lecithine, Nucleine und Phosphorylverbindungen. 


Die alteren Arbeiten beschaftigen sich vorziiglich mit den Phos- 
Q* 
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phatiden des Blutes, deren Bedeutung dann von jiingeren Arbeiten 
weiterhin bei der Frage der pathologischen Lipimie betont wurde. 
Klemperer und Umber schufen den Begriff der Lipoidimie; neuere 
Werte iiber Lecithinwerte bei Gesunden und Kranken brachten vorziig- 
lich Greenwald’), Taylor und Miller*) und Bloor’), nachdem 
friiher schon Peritz‘) und Bornstein ) iiber Lecithinamie bei Geistes- 
krankheiten Mitteilung gemacht hatten. In jiingster Zeit ist es vor 
allem Feigl*) gewesen, der auf die Bedeutung des Lecithins im Kom- 
plex der Lipimie nachdriicklich hingewiesen hat. Von dem gleichen 
Autor sind dann vor allem die Mitteilungen Greenwalds’) iiber kry- 
stalloiden Phosphor im Serum aufgegriffen, nachgepriift und vertieft 
worden. Alle Studien der genannten Autoren griindeten sich auf Ps-Be- 
stimmungen, die analytisch von besonderem Interesse sind. 

Uber krystalloiden Phosphor im Serum bestanden bis Greenwald 
keinerlei Kenntnisse. Giirber®), der 1894/95 iiber Dialyse von Blut und 
Serum arbeitete, stellt das Fehlen von Phosphaten oder ein héchstens 
spurenweises Vorkommen fest. Noch Taylor und Miller’), die schon 
auf dem Boden mikrochemischer Methoden fuBten, urteilten 1914 mit 
den Worten: ,,traces not enough, to give a clear qualitative test“. Erst 
Greenwald trat 1915 auf Grund der Handhabung neuer analytischer 
Technik mit Versuchsreihen hervor, die erwiesen, daB neben dem fall 
baren kolloiden noch eine nicht fallbare krystalloide P-Fraktion im Serum 
abgeschieden werden kann. Er bezeichnete diesen Komplex, gema8 seiner 
Gewinnung aus dem Filtrate des mit Pikrin-Essigsiure enteiweiBten Serums 
als ,siurelislichen Phosphor“, dem er den Begriff des ,,Lipoidphosphors* 
als gegensitzlich gegeniiberstellte, an den sich dann noch der, wie der 
Lipoid-Phosphor gefiallte, ,proteingebundene Phosphor“ des Serums an- 
schlieBt. 

Greenwalds Analysengang gestaltete sich derart, da8 nach Ent- 
eiweiBung des Serums mit Pikrin-Essigsiure und anschlieBender Filtration 





1) I. Greenwald (1. Mittlg.), Journ. of Biolog. Chem. 12, 29, 1915; 
Vortrag Soc. Exp. Biol. Med. 1, 20, 1915; Proceedings 12, 71, 1915. 

®) A. E. Taylor u. C. W. Miller, Journ. of Biolog. Chem. 18, 
214, 1914. 

8) W. R. Bloor (Lipoide im Blute), Journ. of Biolog. Chem. 25, 
577, 1916. 

*) G. Peritz, Zeitschr. f. experim. Pathol. u. Ther. 5, 602, 1908/09. 

5) A. Bornstein, Monatsschr. f. Psychiat. u. Neurol. 25, 160, 1909; 
Zeitschr. d. ges. Neurol. Psychiat. 6, 605, 1911. 

*) Joh. Feig] (Lipamien II), diese Zeitschr. 1908, 85, 53 u. f. 

”) I. Greenwald, Journ. of Biolog. Chem. 21, 29, 1915; Journ. of 
Biolog. Chem. 25, 431, 1916. 

8) A. Giirber, Verh. d. physiol.-chem. Ges. Wiirzburg 28, 129, 
1894/95. 

®) A. E. Taylor u. C. W. Miller, Journ. of Biolog. Chem. 18, 
215, 1914. 
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beide Fraktionen verascht und der nunmehr mineralisierte Phosphor mit 
Hilfe des Strychnin-Molybdin-Reagenses von Pouget und Chouchak 
nephelometrisch bestimmt wurde. Greenwald fand Mengen von 2 bis 
6 mg P-siureléslichen Phosphors in 100 cem Serum, dessen Konstitution 
er vor allem als anorganisch ansah, neben dem héchstens noch das Vor- 
kommen von Glycerylphosphaten oder Inositsalzen zu erwigen sei. Nach 
Greenwald beschaftigten sich Mariott, HaiBler und Howland’) 
speziell mit der Frage des Orthophosphat-P im Serum und kamen zu 
Werten von 1 bis 3 mg P in 100 ccm Serum. 

In Deutschland griff als erster Feigl*) die Resultate 
Greenwalds auf und unterzog sie an breitem Untersuchungs- 
material von Gesunden und Kranken eingehender Priifung. 
Als Norm wurde als Niichternwert bei Erwachsenen ein Gehalt 
von 2 bis 4 mg P in 100 ccm Serum festgestellt. Bei der Unter- 
suchung von P-Werten bei Krankheitsformen, die oft Extreme 
der Erscheinungsbilder im Organismus darbieten, zeigte sich, 
da8 bei Nierenkranken ein erheblicher Anstieg der Fraktion 
des siureléslichen Phosphors zu beobachten war, und grund- 
legende Unterschiede zwischen akuten und chronischen Glo- 
merulonephritiden festgestellt werden konnten. Theoretische 
Uberlegung iiber die Natur des komplexen Begriffes des siure- 
léslichen Phosphors fiihrten zu Bestimmungen des Orthophos- 
phats im nativen Serum. Zwischen diesem und dem siure- 
léslichen Phosphor wurde eine Differenz gefunden, die trotz 
Schwankungen im einzelnen ziemlich konstant 15°/, des saure- 
léslichen Phosphors und im Durchschnitt 0,6 mg fiir 100 ccm 
Serum betrug. Diese Differenz, die als ,Restphosphor“ be- 
zeichnet wurde, zeigte sich in weiten Grenzen pathochemischen 
Umstimmungen unterworfen. Bei Avitaminosen, Leberatrophie 
und ahnlichen Zustinden konnte der R.-P nicht nur absolut, 
sondern auch relativ bis zu 40°/, des komplexen siureléslichen 
Phosphors anwachsen und zeigte verschiedenes Verhalten bei 
akuten und chronischen Formen der Nephritis, was eine diffe- 
rentialdiagnostische Verwertung nahelegte. 

Uber die Realitiét des R.-P und die Frage, ob er nicht 
evtl. als ein Kunstprodukt der analytischen Technik, als Summe 


1) W. Mac Kim Marriot, P. H. HaBler, I. Howland, Journ. of 
Biolog. Chem. 24, 18, 1906. 

*) Joh. Feigl, Uber das Vorkommen von Phosphaten im mensch- 
lichen Blutserum I, diese Zeitschr. 81. 5/6, 380; II, 83, 1/2, 81; III, 83, 
3/4, 218; IV, 84, 3/4, 264; V, 86, 5/6, 395; VI, 87, 3/4, 237; VII, 92, 1/2, 1. 
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verschiedenartiger Fehler aufzufassen sei, schreibt Feigl: ,,Seine 
absolute und relative Variabilitat von den Fehlergrenzen de1 
Methoden aus bis zu erheblichen Betrigen kann als Argument 
fiir die Richtigkeit des Begriffes und der Ergebnisse der Iso- 
lierung und Bestimmung gelten.“ War somit die Realitit des 
R.-P schon auBerst wahrscheinlich, so gelang es Feigl auch 
nach Entfernung des Orthophosphats im sauren Filtrate des 
enteiweiBten Serums durch die Magnesiafallung durch Erhitzen 
unter Druck eine weitere Menge Phosphorsiure abzuscheiden, 
die in der GréBe der rechnerischen Differenz dem Restphos- 
phor entsprach und somit dessen selbstiindig isolierte Fraktion 
darstellte. 

Gegen diesen Beweis der Realitit des rechnerischen Be- 
griffes ware, was nicht sehr wahrscheinlich, vielleicht. einzu- 
wenden, daB gewisse Bestandteile des Serums die Fallung des 
Orthophosphates im sauren Filtrat des enteiweiBten Serums 
hindern, resp. die Léslichkeit des Magnesiumammoniumphos- 
phates erhéhen kénnten. 

Diese Frage bedurfte der experimentellen Beantwortung. 
Weiterhin war es aber bei der hohen Bedeutung der Befunde 
der Variation des siureléslichen und R.-P bei pathologischen 
Zustinden sowie der Verkniipfung des krystalloiden P mit der 
Fraktion des kolloiden und so mit dem Probleme der Lipimie 
unbedingt erforderlich, die Technik, auf Grund der erst die 
Begriffe der verschiedenen Fraktionen geschaffen waren, einer 
genauen Priifung zu unterziehen. Hier kam nach Priifung der 
Magnesiafallung in erster Reihe die Priifung der Nephelo- 
metrie in Frage, deren Durcharbeitung sich dann weit iiber 
den Rahmen der Phosphorsiurebestimmung erstrecken und zur 
Schaffung der wissenschaftlichen Grundlagen einer bisher in 
ziemlich roher Form angewandten analytischen Technik fihren 
sollte. Weiterhin war dann die Frage zu erértern, inwieweit 
die von Greenwald vorgeschlagene Technik durch andere 
neue mikrochemische Phosphorbestimmungsmethoden ersetzbar 
seien. Bei der literarischen Durcharbeitung des Gebietes stellte 
es sich nun heraus, daB eine groBe Zahl Vorschlige zur P-Be- 
stimmung in der Literatur zerstreut waren, die weder nach- 
gepriift noch kritisch gegeniibergestellt worden waren. Eine 
solche Nachpriifung war insofern von besonderem Interesse, 
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als sich, wie z. B. bei dem sogenannten , Neumannschen 
Faktor“, Widerspriiche in der Literatur vorfanden, die einer 
Klarstellung bedurften. Weiterhin war aber nicht nur die 
Serumforschung, sondern auch die praktische Medizin an der 
Kritik und Schaffung von Methoden zur Phosphorsiurebe- 
stimmung interessiert, da das Bediirfnis nach handlichen Me- 
thoden zur Bestimmung von Phosphaten im Harn in gleichem 
MaBe mit der Zahl vorgeschlagener, aber noch ungepriifter 
Methoden gewachsen war. Und schlieBlich kreuzten sich an 
diesem Punkte die Interessen mehrerer Wissenszweige, da auch 
die Eisenindustrie, und in hervorragendem MaBe die Diinge- 
mittelindustrie an der Frage der Phosphatbestimmung inter- 
essiert waren. 

Aus diesen Verhiltnissen ergab sich fiir mich eine drei- 
fache Aufgabe: 

1. Eine Ubersicht und Zusammenfassung der bisher be- 
stehenden wichtigsten Phosphatbestimmungsmethoden zu geben. 

2. Die verschiedenen Methoden kritisch gegeniiberzustellen, 
auf Grund eigener Versuche Belegmaterial fiir die Kritik zu 
schaffen, und Widerspriiche zwischen den einzelnen Angaben 
zu klaren. 

3. Da, wo sich Liicken ergaben, neue Technik oder grund- 
legende neue Untersuchungsverfahren zu schaffen. 

Zu 1 sei bemerkt, daB es natiirlich nicht in meiner Ab- 
sicht liegt, eine vollkommene Monographie der Phosphorsaure- 
bestimmung zu geben. Es sind daher nur die wichtigeren 
Methoden, die der vergleichenden Kritik und Durchbildung 
bedurften, beschrieben worden, waihrend manche wohl brauch- 
bare, aber veraltete und iiberholte Methodik iibergangen wurde. 

Zu 2 méchte ich hinzufiigen, daB die Kritik und Ver- 
suche sich entsprechend dem Zweck der Untersuchung vor 
allem auf die mikrochemischen Bestimmungen der Phosphor- 
siure beschranken und die dlteren und oft erprobten Makro- 
methoden nur insoweit beriicksichtigen, als wie sie ais Iso- 
lierungsform fiir die Mikrotechnik — wie z. B. die Ammonium- 
magnesiumphosphatfallung —- von Bedeutung sind, oder wo, 
wie beim Makro-Neumann, die Durchbildung der Methode 
Voraussetzung fiir die Schaffung des nachgebildeten Mikro- 
Neumann war. 
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Zu 3 sei hinzugefiigt, daB die Neuschaffung von Mikro- 
methoden einen weit gréBeren Umfang annahm als voraus- 
zusehen war. Dies lag nicht so an dem Mangel an bestehenden 
Vorschlagen als an der Tatsache, daB eine groBe Zahl der- 
selben sich einer eingehenden Kritik nicht gewachsen zeigte. 
So erwiesen sich die Vorschlige zur Colorimetrie des 
Molybdans im Phosphors.-Molybdinkomplex als nicht 
brauchbar und muBten neu geformt werden. Ein 
Gleiches war mit der NH,-Bestimmung im gleichen 
Komplexe der Fall. Der Mikro-Neumann konnte erst er- 
folgreich ausgebaut werden, nachdem es gelungen war, die 
Widerspriiche titber den Umrechnungsfaktor beim Ma- 
kro-Neumann aufzuklairen und die Methode auf eine neue 
zuverlassige Grundlage zu stellen. Auch erwies sich die Auf- 
gabe als dankbar, das von Hamburger geschaffene, und zur 
Bestimmung von ,K“ und ,SO,“ angewandte Prinzip der 
Mikro-Volumetrie, fiir das ich den Namen Sedimetrie vor- 
schlug, auf die Phosphorsiure auszudehnen. Weiter er- 
gaben sich aus der Beschiftigung mit der Colorimetrie und 
der Durchprobung verschiedenartigster Apparaturen Prinzipien 
zur Handhabung der ganzen Technik. 

Der Schwerpunkt vorliegender Untersuchung liegt aber 
wohl auf der Durchforschung der Nephelometrie. Diese 
Bestimmungsform, die wie keine andere sonst nicht meBbare 
Mengen mit gréBter Genauigkeit zu bestimmen gestattet, ent- 
behrte vollstindig der sicheren Grundlage. Vor allem machte 
sich der Mangel an einem empfindlichen und még- 
lichst exakten Instrumente fiihlbar, nach dessen 
Schaffung es erst méglich wurde, die Gesetze der Ne- 
phelometrie analog denen der Colorimetrie zu formu- 
lieren, und auf Grund derselben an die Kritik der verschie- 
denen nephelometrischen Reaktionen heranzutreten. Mit Hilfe 
des neuen Nephelometers ist dann die P-Nephelometrie 
erprobt und das Strychnin-Molybdanreagens revidiert 
und modifiziert worden. Die Bedeutung des neuen 
Nephelometers und der Fundierung der nephelome- 
trischen Gesetze fiir die physiologische und analytische 
Chemie ist in dem entsprechenden Abschnitt ausfiihrlich ab- 
gehandelt worden. 
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Als Einteilungsplan der Arbeit ergab sich am zweck- 
maBigsten die Ordnung nach den verschiedenen Bestimmungs- 
formen der Phosphorsiure. — So wird im 

I. Teile die Bestimmung der Phosphorsaure auf Grund der 

Ammoniummagnesiumphosphatfallung besprochen. 
Des weiteren werden hier verschiedene isolierte 
Bestimmungsformen zusammengefaBt. 

Im II. Teile folgt die Bestimmung der Phosphorsiure im Phos- 
phorsaure-Molybdinkomplex in gravimetrischer und 
kolorimetrischer Form, der sich im 

III. Teile die Bestimmung der Phosphorsiure im gleichen 
Komplexe in volumetrischer und sedimetrischer 
Form anschlieBt. 

ImIV.Teile werden mit der Neukonstruktion des Nephelo- 
meters die allgemeinen nephelometrischen Gesetze 
entwickelt, denen dann im 

V. Teile sich die nephelometrische Bestimmung der Phos- 

phorsiure mit Hilfe des Strychnin-Molybdin- 
reagenses anschlieBt. 

Alle in folgender Arbeit vorgenommenen Analysen wurden, soweit 
nichts anderes bemerkt ist, mit reinsten Priparaten (pur. pro anal. 
Kahlbaum, wenn méglich wurden Priparate mit Garantieschein be- 
nutzt) vorgenommen. 

Von Pipetten und MeBkolben wurden zu jedweder Arbeit nur reichs- 
amtlich geeichte Geriite angewandt. 

Den Berechnungen wurde das Atomgewicht 0 = 16 zugrunde gelegt. 


B. Hauptteil. 

Da einer jeden Bestimmung organisch gebundenen Phos- 
phors in Geweben oder Gewebsfliissigkeiten eine Veraschung 
derselben mit oxydierenden Substanzen und Sauren voranzu- 
gehen pflegt, liegt der Phosphor stets in Form von Phosphor- 
siure oder Pyrophosphorsiure’), die aber leicht in Phosphor 
siiure iibergefihrt werden kann, zur Analyse vor. 


I. Die Bestimmung der Ps. als Ammoniummagnesiumphosphat. 
1, Technik der Magnesiafillung. 
a) Fallung. 

Die Trennung der Phosphorsiure von Schwermetallen oder alka- 
lischen Erden, wie diese besonders in der Industrie der Diingemittel in 
Form der Molybdat- und Citratmethoden ausgebildet worden ist, sei 
hier nicht Gegenstand der Untersuchung, sondern diese sei auf die Ana- 
lyse der isolierten Phosphorsiure beschrinkt. 

Die Urform aller Methoden der Phosphorsiurebestimmung ist deren 
Fallung als Magnesiumammoniumphosphat. Diese, die als eine der voll- 


4) I. Konig, Chemie d. menschl, Nahrungs- und GenuBmittel 1910, 
4. Aufl., 3, 1, 490. 
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stiindigsten Fallung der analytischen Chemie gilt, kann einerseits als 
Isolierungs- und andererseits als Bestimmungsform der Phosphorsiure 
angewendet werden. Da ich mich nun bei der Untersuchung der Ma- 
gnesiumammoniumphosphatfillung als Isolierungsform, derselben gleich- 
zeitig als Bestimmungsmittel bediente, cei zuerst diese letztere besprochen 
und in die Abschnitte der Fallungs- und der Wigungsform geteilt. 

a) Die alteren Verfahren von H. Fresenius, M. Marcker und 
P. Wagner schrieben vor, die Phosphorsiure in neutraler oder schwach 
ammoniakalischer Lisung durch Hinzufiigung von Magnesiamixtur in 
der Kialte zu fallen und unterschieden sich vorziiglich nur in den Mengen 
und der relativen Zusammensetzung der angewandten Reagenzien. 

8) Nachdem nun Neubauer’) nachgewiesen hatte, da8 bei einem 
Uberschu8 an Magnesia und Ammoniak ein Niederschlag entsteht, der 
zu viel Magnesia enthialt, bei Fehlen des Magnesiaiiberschusses und gleich 
zeitigem Oberschu8 von Ammoniumsalzen aber zu wenig Magnesia in 
dem Niederschlag enthalten ist, und dieser nur dann die richtige Zu- 
sammensetzung aufweist, wenn bei MagnesiumiiberschuB8 niemals Am- 
moniakiiberschuB vorhanden ist, entstanden die Verfahren von K. K. J ar- 
vinen’), G. Jorgensen*) und B. Schmitz‘), die die Fallung in der 
Hitze vornahmen. 

Nach neueren Arbeiten Balarews®) soll auch bei der Arbeits- 
methode nach Schmitz die Fiallung reicher an Mg sein, als dem reinen 
MgNH,PO, entspricht, doch soll der hierdurch entstehende Fehler durch 
Verdampfen der Phosphorsiure resp. des Metaphosphates beim Calcinieren 
kompensiert werden. 

Ich arbeitete nach den Angaben B. Schmitz’, der die Fallung 
der mit Ammoniumchlorid und Magnesiamixtur versetzten Phosphorsaure 
durch langsames Zutropfen von 2'/,°/,igem Ammoniak vornimmt. Hier- 
bei wurde, worauf schon Schmitz selbst hinweist, als stérend empfunden, 
daB der Niederschlag die Neigung zeigt, flockig und nicht krystallinisch 
auszufallen. Bei Riihren der Lésung mittels der Hand bekam ich fast 
stets die flockige Abscheidungsform, und erst nach Anwendung einer 
Wasserturbine gelang es, bei sehr schnellem Riihren die krystalline Form 
zu erhalten. Die Entstehung der letzteren zeigte sich durchaus von der 
Schnelligkeit des Riihrens abhingig. 

Als auBerst wichtig erwies sich die Priifung der ange- 


wandten Reagenzien speziell auf Eisen. 

So fand ich anfangs den durch Gliihen in Magnesiumpyrophosphat 
iibergefiihrten Niederschlag von scharf umgrenzten, dunkelbraunen 
Flecken durchsetzt, die in HCl gelést sich als Eisenoxyd erwiesen. Die 
Herkunft des Eisens ermittelte ich nach lingerem Suchen in der che 


1) H. Neubauer, Zeitschr. f. angew. Chem. 1896, 439. 

*) K. K. Jarvinen, Zeitschr. f. anal. Chem. 1905, 333. 

3) G. Jorgensen, Zeitschr. f. anal. Chem. 1906, 278. 

*) B. Schmitz, Zeitschr. f. anal. Chem. 1906, 512. 

5) Balarew, Zeitschr. f. anorgan. Chem. 104, 53 bis 56, 13/8, 1918. 
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mischen reinen Salzsiiure Merck sowie in dem Ammoniumchlorid pro 
anal. Merck, die beide deutliche Rhodanreaktionen gaben. Die Ur- 
sache fiir die sonst tadellosen Reagenzien genannter Firma sind wohl 
in den Schwierigkeiten der Kriegsverpackungen zu suchen, da Merck 
bekanntlich auch analytisch reine Reagenzien zur Zeit in Papierdiiten 
versendet. 

b) Wagungsform. 

Was nun die Wagungsform des Ammoniummagnesiumphosphats 
betrifft, so ist nach Vorangehen Greenwalds von W. Jones?) die Be- 
hauptung ausgesprochen worden, daB die Uberfiihrung des Ammonium- 
magnesiumphosphates in Magnesiumpyrophosphat eine iiberfliissige Ope- 
ration sea und mit Vorteil durch die direkte Wiagung des Niederschlages 
als krystallwasserhaltiges Sala MgNH,PO,-6H,, ersetzt werden kénne. 
Gegen diesen Vorschlag sprechen einmal die Versuche von Jones selbst, 
die erweisen, daB das der Luft ausgesetzte Filtrierpapier bei laingerer 
Trockenzeit Gewichtsschwankungen aufweist. Des weiteren sei daraui 
hingewiesen, daB die Entfernung des trockenen Niederschlages vom 
Filtrierpapier, wie Jones sie vornimmt, eine peinliche und zugleich 
leicht zu Verlusten fiihrende Operation vorstellt. SchlieBlich sei auf die 
ca. 24 Stunden betragende Zeitdauer der Analysenform nach Jones 
gegeniiber der ca. 1 Stunde betragenden Uberfiihrung in das Pyrophos- 
phat hingewiesen. Dem steht gegeniiber, daB durch Wagung des kry- 
stallwasserhaltigen Niederschlages eine VergréBerung des Molekiils erzielt 
wird. Dieselbe spielt aber bei GréBen, die makrochemisch-gravimetrisch 
bestimmt werden, keine Rolle, wihrend zur Bestimmung kleiner Phos- 
phorsiuremengen weit wirksamere Hilfsmittel zur Verfiigung stehen. 

Deshalb ist entschieden die Uberfiihrung des Niederschlages in die 
Pyrophosphatform vorzuziehen und auch von mir stets ausgefiihrt wor- 
den. Verschiedentlich ist hierbei auf die Graufirbung des Niederschlages 
hingewiesen worden”). Wahrend sie urspriinglich als Reduktion bei zu 
schnellem Erhitzen gedeutet wurde, hilt Vortmann*), der sich in 
jiingster Zeit mit der Magnesiafillung beschiftigte, sie als von Filter- 
faserchen herriihrend, da er die Graufirbung beim Arbeiten im Gooch- 
tiegel und an dem isolierten Salz nie beobachtete. Ein Abrauchen mit 
Salpetersiure, wie es nach der alteren Auffassung empfohlen wurde’), 
ist fehlerhaft, da es zu Verlusten durch Verfliichtigung von 
Phosphorsiure fiihrt. Diese letztere Angabe kann von mir durchaus 
bestatigt werden, nicht dagegen diejenige, daB sich, wie Vortmann 
mitteilt, durch das schon friiher empfohlene Durchtrinken des Filters 
mit Ammoniumnitrat die Graufirbung vermeiden liBt. Ich habe eine 
groBe Anzahl Analysen im Porzellantiegel, im Platintiegel, im Porzellan- 


1) W. Jones, Journ. of Biolog. Chem. 25, 87, May 1916. 

*) B. Balarew, Zeitschr. f. anorgan. Chem. 97, 147. 

3) C. Vortmann, Zeitschr. f. anal. Chem. 56, 465, 1917. 

*) Vgl. Campbell, Philos. Mag. 24, 380; B. Fresenius, Zeitschr. 
f. anal. Chem. 2, 70; L. L. de Koninck, Zeitschr. f. angew. Chem. 1888, 427. 
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goochtiegel, im Neubauer-Goochtiegel ausgefiihrt, habe sowohl mit 
kleinster Bunsenflamme allmihlich erhitzt und habe mit dem elektrischen 
Flammenofen gearbeitet, stets wurde der Niederschlag auch beim vor- 
sichtigsten Anwirmen dunkelgrau gefirbt. Ein Durchtranken des Filtrier- 
papiers oder Abrauchen mit Ammoniumnitrat hatte keinen Einflu8. Oxy- 
dation mit rauchender Salpetersiure lieferte WeiBfirbung, war aber von 
Gewichtsverlusten begleitet. Ein Zufall zeigte mir, daB ich, wenn ich 
beim Gliihen des Platintiegels auf dem Geblise den Deckel auf dem 
Tiegel lieB, ich stets schneeweiBen Glihriickstand und konstantes Ge 
wicht erhielt. 

Nach Guido Vecchi?) soll es sich empfehlen, bei der Fallung des 
Niederschlages 3 bis 4 com konz. H,SO, hinzuzugeben, da das in den 
MgNH,PO, eingeschlossene (NH,),SO, beim Erhitzen durch SO,-Ent- 
wicklung die Verbrennung des Phosphatniederschlages beschleunigen soll. 

Die Technik nachfolgender Analysen gestaltete sich nunmehr derart: 

Als Ausgangsmaterial wurde reinstes KH,PO, (zu Enzym- 
studien nach S6rensen) Kahlbaum gewahlt, das mehrere Male um- 
krystallisiert und im Vakuumexsiccator zur Gewichtskonstanz getrocknet 
wurde. 

Die Lésungen dieses Salzes zeigten nach ca. 24 Stunden eine schwache 
Ausflockung, die auch durch mehrstiindiges Ausdimpfen der Flaschen 
nicht behoben wurde. Auch die Vermutung, daB es sich um Bakterien- 
kulturen handele, bestitigte sich nicht, da die Ausflockung auch nach 
Sterilisierung der Liésung im Dampfsterilisator eintrat. Es wurden zu 
1 Liter Lésung 10 cem */,,-HCl gegeben, wonach die gelatindsen Flocken 
sich lésten und die Lésung klar blieb. Da es sich bei meinen Versuchen 
nicht um die Bestimmung der absoluten Phosphormenge, sondern um 
die Beeinflussung der Magnesiafiallung durch Serumbestandteile handelte, 
wurde von einer vorherigen genauen Bestimmung des absoluten Phos 
phorséuregehaltes abgesehen und 38,2882 g KH,PO, = 19,974 g P.O, in 
2 Liter aufgelést. 1 com der Lésung entsprach also 0,009987 g P,O,. 
MgCl, und NH,C1 wurden als reinstes Priparat pro anal. von Kahl- 
baum bezogen und auf Fe gepriift. Aus ihnen wurde die Magnesia- 
mixtur nach Schmitz durch Lésen von 55 g kryst. MgCl, und 105 g 
NH,Cl in 1 Liter H,O, das mit HCl leicht angesiuert war, hergestellt. 

Als Salzsiure wurde die konz. Salzsiure (1,19 fiir forensische 
Zwecke, Kahlbaum) verwendet. ‘ 

Das Ammoniak wurde 10°/,ig und 25°/,ig als reinstes Analysen- 
praparat von Kahlbaum bezogen. 

Die Technik nachfolgender Analysen gestaltete sich daher folgender- 
maBen: 

10 ccm Ps-Lésung wurden in einem 500 ccm Jenenser Becherglas 
mit 25 com konz. NH,Cl-Lésung, 25 ccm saurer Magnesiamixtur und 
ca. 100 cem Wasser versetzt, zum Kochen erhitzt und unter stindigem 


*) Guido Vecchi, Arch. d. Farmacol. sperim 18, 333 bis 334, 
1, XI. 1914. 
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Riihren mittels der Wasserturbine nach vorherigem Zusatz einiger Tropfen 
Phenolphthalein mit 21/,°/)igem NH, durch langsames Zutropfen gefallt. 
Nach Beginn der Niederschlagsbildung wurde alle 10 bis 15 Sekunden 
ein Tropfen zugefiihrt bis Rétung das Ende der Fallung anzeigte. Nach 
Zusatz von 1/, des Vol. 25°/,igen NH,, Filtration nach 15 Minuten. Der 
auf einem Schwarzbandfilter (S-S 589) gesammelte Niederschlag wurde 
im Platintiegel vorsichtig naB verascht, auf dem Geblase gegliiht, mit 
einem Platindraht zerdriickt und bis zur Gewichtskonstanz bedeckt 
weiter gegliiht. 

Bei den Serumanalysen wurde die Phosphorsiure zuerst durch 
Fillung in der Kilte isoliert, die Fallung dann gelést und nach Fillung 
in der Hitze bestimmt. Diese Analysenform ist von Bedeutung, da 
durch sie nur vorgebildete Phosphate bestimmt werden, da Phosphory|- 
komplexe in der Kialte weder gespalten noch gefallt werden. 

Zu diesem Zwecke wurde das filtrierte Serum mit dem gleichen 
Volumen H,O verdiinnt, mit ca. 40 com 25°/,igem NH, und dann mit 
der Phosphorsadurelésung sowie je 25 com NH,Cl und Magnesiamixtur 
versetzt und 24 Stunden im Eisschrank gelassen. Sodann wurde ab- 
filtriert, mit 2'/,°/,igem Ammoniak gewaschen und Filter mit Nieder- 
schiag im 500 ccm Jenenser Becherglas mit ca. 50 com H,O und 10 cem 
10°/,igem HCl erhitzt. Sodann Verarbeitung wie oben. 


2. Uber die Behinderung der Magnesiafallung durch Serum- 
bestandteile. 
Da nach personlicher Mitteilung Feigls in 100 cem Blut 
auf 2 bis 20mg P 
100 bis 500 mg Traubenzucker, 
40 » 600 » Harnstoff, 
70 » 2000 » Aminosauren, 
600 » 1200 » NaCl, 
4» 15 » Ca 


kommen kénnen, wurden nach Analyse der reinen Phosphat- 
lésung verschiedene Mengen von Harnstoff, Kochsalz, Glykokoll, 
Calciumcarbonat der Phosphatlésung zugesetzt. Ferner wurde 
der EinfluB der EnteiweiBungsmittel, Pikrinsiure-und Trichlor- 
essigsdure gepriift und schlieBlich Versuche angestellt, ob im 
Serum sich eine zugesetzte Phosphatmenge wiederfinden 1aBt. 

Die Tabelle zeigt, daB die untersuchten Serumbestandteile 
bis auf das NaCl keinen Einflu8 auf die Fallung ausiiben. 
Die Abweichungen iiberschreiten nie die Grenze von 0,5 mg 
MgNH,PO,, was rund 0,3°/, entspricht, einer GréBe, die inner- 
halb der Fehlergrenzen der Methode liegt. 
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Tabelle I. 


EinfluB der Serumbestandteile. 





Me,P,0 Dareh-| po, | pP 


Bemerkung Analysierte Lésung ; a 
RO Se: ce, ee ae a 
10 com KH,PO,-Lisung ....... 156,1 | | ; 
| 10 com KH,PO,-Lésung ....... 156.7 J 16,4 | 0,008 | 0,0486 
10 com KH,PO,-Lés.+- 170 mg Harnstoff 


(I P rund 40 Harnst.) .. 156,9 | 
10 ccm KH, PO,-Lés. +170 mg Harnstoff 
(IP rund 40 Harnst.) ... | 


10 com KH,PO,-Lés. + 4,4 g Harnstoff 
(1 P rund 100 Harnst.) . . . 155,3 
10 com KH,PO,-Lés. + 4,4 g Harnstoff 
(1 P rund 100 Harnst.) ... agad 


10 com KH,PO,-Lésung + 2,6 g NaCl 
(1 Prund 60 NaCl). .... 155,9 | 

10 com KH,PO,-Lésung + 2,6 g NaCl 
(1 Prund 60 NaCl). .... 156,5 | 

| 


10 com KH,PO,- Lésung -++- 26,0 g NaCl 


Fallung (1 P=600NaCl)...... 158,8 


156,6 | 0,0999 0,0436 
| 
155,9 sa 0,0435 


156,2 0,996 0,0435 


} 
| 
leicht 10 com KH,PO,- Lésung +- 26,0 g NaCl 158,8 | 0, 1018 | 0,0443 


verzogert (IP=600NaCl)...... 158,8 
= 10 ceom KH,PO,-Lésung +- 17,0 g NaCl 
—— (I P=400NaCl)...... 158,9 | | 
pee 10 com KH,PO,-Lésung + 17,0 g NaCl 158,5 | 0,1011 | 0.0442 
verzogert (1P=400NaCl)...... = | | 
10 com KH,PO,-Lés. +1,5 g Glykokoll 
(1 P= 835 Aminosaure) . as | | 
10 com KH,PO,-Lés. + 1,5 g Glykokol $156.4 | 0,0998 | 0,0436 
(I P= 35 Aminosdure) . . . a 
Ds 10 com KH, PO,-Lés. +- 22,0 g Glykokoll 
—e (1 P =500 Aminosiure) . eg 
verzigert |} 10 com KH,PO,-Lés.+-22,0 g Glykokol 155,9 | 0,0995 | 0,0435 
(t P = 500 Aminosaure) . 156,6 


10 ccm “a PO,-Lésung--0,22 g CaCO, 
1 P=2Ca 

















10 com KH,PO,-Lésung-+-0,22 g CaCO, Se ily a 
iy Pare ipa Dea i | 


Worauf die Erhéhung der Analysenwerte durch den Zusatz 
von NaCl beruht, kann ich nicht sagen. Verunreinigungen durch 
Beimengungen des NaCl kommen nicht in Frage, da in den Kon- 
trollversuchen 11 und 12 reinstes NaCl pro anal. von Kahlbaum 
verwandt wurde. Auf jeden Fall wird in keiner Analyse die Fallung 
verhindert, wenngleich starke Salzkonzentrationen die Tendenz 
zeigen, die Fallung etwas zu verzégern. Den Einflu8 der zur Ent- 
eiweiBung angewandten Reagenzien priift folgender Versuch. 
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Tabelle II. 
EinfluB der EnteiweiBungsmittel des Serums. 
>, | Durch- ( . 
EnteiweiSungsmittel MgsP,0, | schnitt | P2% | 
mej im | «| 
; Te een ERE TEP e | 720 “SE 
Zusatz von ” g Pikrinsiure . . 158,9 % 1581 | 0.1009 | 0.0441 
” ” yg n “ 157,4 } 
Zusatz von 2 g Trichloressigsiure 156,7 nN or | ‘ 29 
C o Se x 157.7 IJ 157,2 0,1003 | 0,0438 
Da in dem Niederschlag der Analysen 1 und 2 Eisen gefunden 
wurde — es wurde absichtlich die zur EnteiweiBung benutzte gewéhn- 


liche Pikrinsiure des Handels hinzugesetzt — wurde der Niederschlag 
der Anal, 2 in 10 ccm 10°/,igem HCl gelést, im Hehnerschen Cylinder 
auf 25 ccm aufgefiillt und 5 Tropfen KCNS-Lésung hinzugefiigt. Als Ver- 
gleichslésung zur Colorimetrie wurden 8,4736 g Eisenalaun abgewogen und 
im Liter gelést. 1 ccm Vergleichslésung entspricht 1 mg Eisen. 1 ccm Ver- 
gleichslésung wurde aufs 10fache verdiinnt und 1 cem der verdiinnten Lé- 
sung behandelt wie der Versuch. Es ergab sich ein Eisengehalt von 0,44 mg 
Fe,0,, der zur Erklarung der Gewichtserhéhung nicht ausreichte. 

Es wurde daher der Aschengehalt der Pikrinsaure bestimmt, 1,3643 g Pi- 
krinsdiure gaben nach Veraschung im Porzellantiegel einen Gliihriickstand von 
0,0010g, was bei 1,5 g Pikrinséure einem Aschengehalt von 1,1 mg entspriiche. 

Ebenso ist die Erhéhung der Analysenwerte nach Zusatz von Tri- 
chloressigsiure auf Verunreinigung des Priparates zuriickzufiihren. 

Es ergibt sich daher der SchluB, daB die unter- 
suchten Substanzen die Fallung der Phosphorsiaure 
nicht behindern, wohl aber den Niederschlag derart 
verunreinigen, daB er zur Phosphorsadurebestimmung 


nicht direkt verwandt werden kann. 


Tabelle III. 


Analyse des Serums. 





> 
Analyse von 35 ccm Mischserum Mg,P,0,| P,0, 








PEE Ole ae Ae ae as 
17,5 com Serum ++ 10 ccm Ps-L. (1 com == 0,00998 P,O,) | 162,7 | 
17,5 com Serum ohne Ps-L. (1 com —0,00998 P,0,). .| 63 | 
po es a aa ie er ere eae 156,4 | 0,0998 


Analyse von 31 ccm Mischserum Me,P,0,| P.O; 











mg g 
15,5 com Serum-+-10 ccm Ps-L. (1 com = 0,00998 P,O,) | 159,6 | 
15,5 ccm Serum ohne Ps-L. (1 com = 0,00998 P,O,) . . 3,0 | 


CS ee eee a a 





156,6 | 0,0999 
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Die Frage, inwiefern zu Serum gesetzte Phosphatlésung 
wiedergefunden werden kann, erdrtern die Versuche der Ta- 
belle III. 


Hieraus geht hervor, daB im Serum keine Sub- 
stanzen vorhanden sind, die geeignet sind, die Fallung 
der Phosphorséure als MgNH,PO, zu hindern und un- 
vollstandig werden zu lassen. 


3. Die Vollstindigkeit der Magnesiafillung. 


Versuche, die Léslichkeit des Ammoniummagnesiumphosphates in 
den verschiedenen Reagenzien, und somit die Vollstindigkeit der Fallung 
zu bestimmen, wurden in neuester Zeit von G. Vortmann’) angestellt. 
Dieser ging von einem in gréBerem MaBstabe hergestellten Priparate 
Magnesiumammoniumphosphat aus und behandelte ca. 0,3 bis 0,5 g mit 
verschiedenen Mengen NH,Cl oder Schmitzscher Lésung oder bestimmte 
die Menge Niederschlages, die er nach Lésen der Substanz mit HCl 
nach verschiedenen Modifikationen der Analyse wiederfand. Die Zahlen 
des abfiltrierten oder wiedergewonnenen MgNH,PO, bewegten sich 
zwischen 96,62 und 99,62°)/,. 


Da ich nun durch die Ausarbeitung der Ps.-Nephelo- 
metrie mit meinem neugeschaffenen Instrumente iiber ein 
Mittel verfiigte, sehr kleine Phosphorsiuremengen absolut zu- 
verlissig zu bestimmen, priifte ich direkt die Filtrate von 
Lésungen, in denen ich kleine Mengen Phosphorséure unter 
verschiedenen Bedingungen als Magnesiumammoniumphosphat 
gefallt hatte. 


Die Filtrate wurden zuerst in Porzellanschalen (s. u.), spiater in 
Platinschalen auf dem Wasserbade zur Trockne gebracht. Dann wurde 
der Uberschu8 an Ammoniumsalzen durch vorsichtiges Gliihen iiber dem 
Bunsenbrenner vertrieben, der Riickstand in 10 ccm */,)-HCl gelést, wo- 
zu er auf dem Wasserbade leicht erwirmt wurde, die Lésung durch ein 
kleines Filter filtriert, dieses nachgewaschen und die Lésung nach Er- 
kalten auf 24 ccm mit H,O gebracht, mit 1 ccm Strychnin versetzt (s. u.) 
und nephelometriert. 

Uber das Nephelometer und die nephelometrische Technik 
siehe weiter unten. Vorausgegriffen sei, daf sich eine 
vollstaéndige (umgekehrte) Proportionalitét zwischen  Trii- 
bung (Nephelometerablesung) und Phosphorsduregehalt  er- 
reichen lieB. 


) G. Vortmann, Zeitschr. f. anal. Chem. 56, 1917. 
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Tabelle IV. 
a) Fallungsbedingungen. 
Fliissig- 
Nr. P,0s Behandlung keits-Vol. 
mg ecm 
1 1,0 }10 com KH,PO,-Lés. (1 com = 0,1 mg P,O,) mit 
3 ecm konz. MgCl,- Lés. und 3 ccm NH, Cl- Lés. 
konz. plus H,O auf 50ccmaufgefiillt, mit 3 2” / ig. 
NH, heiB gefallt, nach Zusatz von5ccem 25°/ jig. 
NH, 10 Min stehen — und filtriert 75 
2 1,0 | Wie 1 bw! 6 eR 75 
3 1,0 |10 ccm KH, PO, Lis, versetzt mit 3 ccm konz. 
NH,Cl und 3cem konz. Mg(Cl,, bis42 ccm Gesamt- 
Vol. mit 2'/,°/,ig. NH,, bis 50 cem mit 25°), 
NH, versetzt und 60 Stunden im Eisschrank Be 
lassen. Kalt gefallt 50 
{ 1,0 |10cem KH,PO,-Lés. mit 3 ccm konz. ‘NH Ch Lis. 
und 3 cem konz. Mg(Cl,-Lés. und 15 com 259/ oig. 
NH, versetzt und mit H,O auf 75 cem gebracht 
und 24 Stunden im Eisschrank — Kalt 
rs Se ee ae ies Ls e AS Rare Tee 75 
) 0,1 |}10cem KH,PO,-Lés. (1 com = 0, 1,01 mg P,0,) wie | 75 
6 ee eee er ee 75 
7 0,1 | Wie Analyse 3 . 50 
$ 0,1 | Wie Analyse 4. 50 
Tabelle V. 
b) Rapipentnte. 
“Analysenzahlen- 1 2 | 3 4 ae 6 7 8 
34,0 | 35,5 |. 35,2 | 34,9 | 305 | 32,0 | 34,7 | 30,6 
34,2 35,6 | 35,0 | 35,3 | 30,2 | 32,2 | 343 | 30,4 
34,0 | 34,8 | 35,0 | 348 | 30,5 | 32,0) 34,4 | 30,6 
34,0 | 35,6 | 35,1 34,7 | 30,4 | 324 | 34,4 | 30,8 
Nephelometrische 34,2 | 35,4 | 35,6 | 35,1 | 30,3 | 32,4 | 34,4 | 30,5 
Ablesungen 34,1 | 35,6 | 35,3 | 35,4 | 30,5! 31,9 | 33,9 | 30,6 
34,0 | 35,5 | 35,4 | 35,2 | 30,7 32,2 | 34,3 | 30,6 
34,0 35,6 | 35,1 | 34,9 | 31,0 | 32,2 | 34,4 | 30,4 
34,2 | 35,0 | 35,2 | 34,9 | 30,5 32,3 | 34,6 | 30,6 
34,0 | 35,6 | 35,4 | 35,0 | 30,5 | 32,2 | 343 | 30,6 
Durchschnitt . . 34,1 35,4 | 85,2 | 35,0 | 30,5 | 32,2 | 344 | 30,6 
Stand der Vergleichs- 
LOGIE 626545. 6 20 20 20 20 10 10 10 | 10 
Gehalt derselben in | 
me PLO... «<2. 0,01 | 0,01 | 0,01 | 0,01. 0,01 | 0,01 | 0,01 | 0,01 





Gefund. P,0, —— 


in Wig.’ . 


0,0059  0,0057) 0,0057 0,0057 0,0083, 0,0031/ 0,0029) 0,0031 





Prozentuale joinee 
P.O. in. 4; 
Biochemische 


rund. 


Zeitschrift 





0,6 0,6 


Band 99 


| 03 | 0,3 


9 
ay 


0,6 0,6 


| 
| 


0,3 0,3 
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Aus diesen Tabellen geht hervor, da8 bei Fallung 
von 1 mg P,O,, einerlei ob die Fallung in der Hitze 
oder in der Kalte vorgenommen, und gleichgiiltig, wie 
lange Zeit nach der Fallung der Niederschlag ab- 
filtriert wurde, bei einem Flissigkeitsvolumen von 
50 bis 75 com rund 0,006 mg P,O, nicht gefiallt 
wurden. 


Beim Zuriickgehen mit der zu fallenden Phosphor- 
siuremenge auf 0,1 mg gestaltete sich das relative 
Verhaltnis zur nichtgefallten P,O,-Menge ungiinstiger, 
da rund 0,003 mg P,O, im Filtrat gefunden wurden. 

Diese Erscheinung ist wahrscheinlich aus den Gleichge- 
wichtsverhaltnissen zwischen geléster und ungeléster Substanz 
zu erklaren. 

Auf jeden Fall aber ist der Prozentsatz an nicht 
gefalltem Phosphat ein so geringer, daB er keines- 
wegs zur alleinigen Erklarung des Begriffes des ,,Rest- 
Phosphors“, der bei extremen Fallen (akute gelbe 
Leberatrophie) den Betrag von 10 mg fiir 100 ccm 
Serum erreichen kann, herangezogen werden kann. 

Zur Bestimmung des nichtgefallten P,O, sei noch hinzu- 
gefiigt, daB es sich als unbedingt notwendig herausstellte, 
PlatingefaBe (Schalen) zum Eindampfen des Filtrates zu _be- 
nutzen. 

Anfinglich arbeitete ich mit Porzellanschalen (K6nigl. Porzellan- 
Manufaktur) und erhielt auffallend hohe Werte (0,06 mg P,O,). AuBer- 
dem stimmten die Versuche bei zahireichen Parallelanalysen nur teil- 
weise iiberein und erhielt ich oftmals vdllig ausfallende Resultate. Es 
wurden daher blinde Versuche mit den Reagenzien allein ohne Phosphor- 
siurezusatz ausgefiihrt. Dieselben lieferten starke Triibungen mit dem 
Strychnin-Molybdanreagens (s. u.). Da diese Triibungen nicht aus 
Verunreinigung der Reagenzien resp. von diesen selbst, sondern von den 
Porzellanschalen herriihrten, lehrten blinde Kontrollanalysen in Platin- 
schalen, die vollstindig klar bleibende Lésungen ergaben. 

Es muB daher als sicher angenommen werden, daB aus 
Porzellanschalen Substanzen in die Lésung geraten, die eine 
Triibung mit dem Ps.-Reagens hervorrufen. 

Es wurden zu genannten Versuchen deshalb so kleine 
Phosphorséuremengen benutzt, weil gleichzeitig die Frage ent- 
schieden werden sollte, ob P,O,-Mengen zwischen 1 und 0,1 mg 
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mittels Magnesiamixtur gefallt und dann mittels colorimetrischer 
Messung des NH, im Ammoniummagnesiumphosphat bestimmt 
werden kénnten. 

Da nun der Fehler in der Fallung nach untenhin bis zu 
3°/, betragen kann und hierzu der Fehler, der auf der An- 
wendung der Colorimetrie beruht (s. u.) mit rund */,°/, in 
Rechnung gezogen werden muB, so wire bei Fehleraddition ein 
Fehlerbereich von rund 31/,°/, gegeben, woraus sich die Un- 
eignung der Methodik und ihre Ablehnung als SchluB ergibt. 


II. Die Bestimmung der Phosphorsiure in verschiedener 
Verbindungsform, 


1. Als Uranylphosphat. 
a) Volumetrisch. 

Die Verbindung der Phosphorsiure mit Uran hat zur Aus- 
arbeitung der Pincusschen volumetrischen Phosphorsiurebe- 
stimmungsmethode den Grund gegeben, die auf Titration der 
Phosphorsaéure mit Uranylacetat in der Hitze und Tiipfeln mit 
Ferrocyankalium als Indicator beruht. 


Der Reaktionsverlauf ist nach Treadwell’) 

KH,PO, -++- U0,(C,H,0,), = KC,H,0, + H,C,0, + UO,HPO,. 

Wenn Ammonijumsalze vorhanden, entsteht die Verbindung 
UO,NH,PO,. Es ist nétig, die Reaktion in der Hitze vorzunehmen, 
um eine vollstandige Fallung des Uranylphosphates zu erzielen. 

Diese Methode ist nicht nur in der Diingemittelindustrie weit ver 
breitet, sondern hat auch, nach ihrer Modifikation durch Folin®) zur 
bequemen Bestimmung von Phosphaten im Harn Anwendung gefunden 
und ist im hiesigen Laboratorium zu diesem Zwecke stets benutzt worden. 
Sie ist, wie zahlreiche Nachpriifungen ergeben haben, im Rahmen der 
klinischen Genauigkeit durchaus zuverlissig und sehr schnell ausfihrbar, 
was hier gegeniiber der spiter zu besprechenden Liebermannschen 
Silberphosphatbestimmung betont werden soll. 

Zu ihrer Ausfiihrung wird nach Gewinnung eines vollig reinen 
KH,PO,, mit diesem eine Uranlésung, die aus Auflésen von 30 g Uranyl- 
acetat in 11 H,O, Zufiigen von 50 ccm Eisessig und Filtration vom 
Bodensatze nach mehreren Tagen gewonnen, eingestellt, indem man zu 
25 com Phosphatlésung 25 cem einer Lésung von 6 g NaCl, 4 g KCI, 
1 g NH,Cl, 10 g Natriumacetat in 11 H,O hinzufiigt und in der Siede- 

.. . tze titriert. 
1) Treadwell, Kurzes Lehrbuch der anal.Chem. 2, 612, 6. Aufl., 1913. 
2) Abderhalden, Handb. d. biochem. Arbeitsmethoden 5, 291, 1912. 


o* 
? 
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Ihr Nachteil ist der jeder Tiipfelmethode, da8 Substanz wahrend 
der Titration aus dem ReaktionsgefaB entfernt wird. Doch spielt dieser 
Verlust bei den Mengen des Phosphates und der geforderten Genauig- 
keit bei klinischen Bestimmungen, speziell bei der Phosphatuntersuchung 
im Harn, keine Rolle. Folgende Tabelle zeigt einige Ergebnisse, die mit 
ihr erhalten wurden. Titriert wurde in der Siedehitze nach Zugabe des 
Chloridgemisches nach Folin wie oben beschrieben. 











Tabelle VI. 
Bestimmung der Phosphorsiure mittels der Uranyltitration. 

be Verbrauchte |. 

5 com eat. Gef.- |2.2 

= Angewandte Menge P,O, sung | P.O, |“ 2] Bemerkung 
= lccm =5mg Piss 

7 P.O; a 

1 | 25 com KH,PO,-Lsg. (1 com ==0,01g P,O,) 50,0 (0,25 | — |Ges.-Vol.ca. 50cem 
24.25 » ” ” ” =0,25¢g ” 50,0 | 0,25 _ ” 50 » 
3/10 » . ” » =O I g » 19,9 | 0,0995) 0,5 * n 25 » 
- 4410 » ” ” o sel 2s 20,0 0,1 ” n 25 » 
BTS +% * n » =0,05g » 100 (005 | — ” n 25 » 
6 5 ” ” n -0,05g ” 10,1 | 0,0505| 1 n n 25 » 
7110 » ” ” » ==0,001lg » 2,2 0,011 10 ” n 25 » 
8110 » ” ” ” =0,001g ” 2,1 0,0105 5 ” » 25 » 

tccm=1mg 

9110 ccm KH,P0O,-Lés. = = 0,01 g P.O, ‘i 10,5 0,0105) 5 ” n 25 » 
10}10 » ” ee ae 10,4 (0,104; 4 ” » 25 » 
11410 » * vw me OQi@ «2. 10,1 | 0,101 1 ” » Lb» 
12]10 » ” s =O0lg » 10,3 | 0,108 3 . » 15» 
18] 5 » . » =0,005 ¢g » 5,2 | 0,0052} 4 ” » 10» 
14] 5 » ” n ==0,005g » 5,3 , 0,0053 6 ” » 10» 











Wie die Tabelle zeigt, liefern die Titrationen bis zu 
10 mg P,O, ganz vorziigliche Resultate. Von i0 mg abwarts 
werden die Resultate ungenau, auch wenn die angewandte 
Uranyllésung (1 com = 5 mg P,O,) zur Erzielung eines groBeren 
Titrationsvolumens auf das 5fache verdiinnt wurde (1 ccm 
= 1 mg P,0,). 

Etwas besser werden die Resultate, wenn bei Anwendung 
der diinneren Uranyllésung das Fliissigkeitsvolumen der titrierten 
Lésung etwas kleiner gewahlt wurde. (Es wurden hier nur 
5 cem Chloridlésung Folin hinzugegeben, doch schwanken sie auch 
hier noch bei 10 mg P,O, bis zu 3°/,,) 

Deshalb muB8 10 mg als untere Grenze der mit der Uranyl- 
lésung volumetrisch zu bestimmenden P,O,-Menge bezeichnet 
werden. Bis zu dieser Grenze hinab aber sind die Resultate, -> 
wie nochmals hervorzuheben, vollstandig exakt. 

Eine Titration léB8t sich gut in 10 Minuten ausfiihren. 




















Die Bestimmung der Phosphorsaure. I. 3d 


b) Colorimetrisch. 

Kiirzlich ist von Sato*) der Vorschlag gemacht worden, die 
Farbung, die Uranyiphosphat mit Ferrocyankalium gibt, colorimetrisch 
zu bestimmen und sie somit zur Grundlage einer Mikromethode zur 
Phosphatbestimmung fiir Harn- und Stuhluntersuchungen zu machen. 

Sato bestimmt die Menge Urin, die zur Untersuchung angewandt 
werden mu8, durch die Anzah] Tropfen Harn, die er unter Zusatz von 
1 Tropfen Acetatlisung (10 g Natriumacetat und 30 cem Eisessig zu 1 | 
gelést) zu 1 Tropfen Uranyllésung (10 ccm einer Lésung von 10 g Urany]- 
acetat in Wasser zu 300, auf 100 verdiinnt) geben muB, um mit Cochenille- 
tinktur Purpurfarbe zu erhalten. 

Diese Menge wird nun mit 5 bis 7 Tropfen Uranylacetatlésung und 
mit 4/; des Gesamtvolumens 95°/,igen Alkohol versetzt; das Uranyl- 
phosphat, das sich abgeschieden hat, wird abfiltriert, mit 10°/,igem Alkohol 
bis zum Verschwinden der Reaktion gegen Cochenilletinktur gewaschen. 
In 5 cem 0,5°/,iger HCl gelést, mit 5 cem 10°/,iger Ferrocyankalium- 
lésung versetzt und auf 50 ccm mit H,O aufgefiillt. Verglichen wird 
die Lésung mit einer Stammlésung, die durch Fillung einer genau ab- 
gewogenen KH,PO,-Menge mit Uranylacetat und Alkohol, Auswaschen 
des Niederschlages, Lésen in 100 com 10°/,iger HCl und Auffiillen auf 
200 cem mit H,O erhalten wurde. 

Wie diese Beschreibung zeigt, ist die Methodik durchaus 
umstindlich und erfordert ziemlich viel Zeit. 

Auch ist nicht einzusehen, warum gerade zur Harnunter- 
suchung eine Mikromethodik notwendig, da ja Mangel an 
Material meist nicht vorhanden. Auch fehlen in der Satoschen 
Arbeit jedwede analytischen Belege fiir die Richtigkeit der 
Methodik an Phosphatlésungen bekannten Gehaltes. Trotzdem 
verdient der Gedanke der Phosphatbestimmung durch Colori- 
metrie der Phosphorsiure-Uranylverbindung eine Nachpriifung, 
die ich leider nicht vornehmen konnte; da ich die Satosche 
Arbeit erst nach Abschlu8 meiner praktischen Arbeit in die 
Hinde bekam. 


2. Die Bestimmung der Phosphorsiure als Silberphosphat. 
a) Volumetrisch nach P. v. Liebermann. 
AuBer der Uranylverbindung der Phosphorsiure ist auch die 
Silberverbindung zur analytischen Bestimmung benutzt worden. 
So ist von P. v. Liebermann”) eine volumetrische Be- 
stimmung der Phosphorsiure in Harn und Alkaliphosphatlésung 


1) A. Sato, Journ. of Biolog. Chem. 35, 473, 1918. 
*) P. v. Liebermann, diese Zeitschr. 18, 44, 1909. 
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ausgearbeitet worden, die auf der Bildung des Silberphosphates 
und Riicktitration des im Uberschu8 zur Reaktion angewandten 
AgNO, durch Rhodankalium beruht. 

Zu diesem Zwecke fallt Liebermann die Phosphorséure im Harn 
durch Magnesiamixtur unter Zusatz von (NH,),CO, zur Lésung und zur 
Waschfliissigkeit. 

Das Ammoniummagnesiumphosphat wird in 50 ccm einer 2,5 bis 
2,6fach normalen HNO, aufgelést, mit 5 ccm einer einfach normalen 
AgNO,-Lésung versetzt und durch Zutropfen von 10°/,igem Ammoniak 
bis zum amphoteren Punkt gebracht, wodurch das Silberphosphat quan- 
titativ abgeschieden werden soll. 

Die Lésung wird mit dem Niederschlag quantitativ in einen 200-ccm- 
MeBkolben iiberfiihrt, zur Marke aufgefiillt und filtriert. 

100 com des klaren Filtrates, angesiuert mit 5 com 2,5 n-HNO, 
werden dann mit "/,).-KSCN-Lésung zuriicktitriert unter Zugabe von 
2 ccm Ferriammoniumsulfatlésung als Indicator. 


Die Methode hat Liebermann auch an Alkaliphosphat- 
lésungen bekannten Gehaltes gepriift und richtige Werte ge- 
funden. 

Meiner Ansicht nach ist die Methode schon deshalb fiir 
Phosphatbestimmungen im Harn ungeeignet, da sie viel zu 
umstandlich ist. So erfordert eine Bestimmung der Phosphor- 
siure in Alkaliphosphatlésung, bei der also noch das Fallen 
der Phosphate durch Magnesiamixtur fehlt, bei Parallelver- 
suchen mindestens 1'/, bis 2 Stunden. 

Hierzu kommt noch die Zeit, die zur Herstellung der 
Rhodankaliumlésung, die, wie bekannt, nicht haltbar, aufge- 
wendet werden muB. 

AuBerdem habe ich, obgleich ich genau nach den Angaben 
Liebermanns gearbeitet habe, bei der Analyse reiner Alkali- 
phosphatlésung im Gegensatz zum Verfasser nicht richtige 
Analysenresultate erhalten. ° 


Ich arbeitete mit 20 com einer durch Verdiinnen meiner Stamm- 
phosphatlésung hergestellten KH,PO,-Lésung (1 com = 1 mg P,0,). 

Die AgNO,-Lésung (*/,, Kahlbaum) prifte ich mit einer */,- 
NaCl-Lésung, die ich mir durch Wagung von NaCl purss. pro anal. mit 
Garantieschein (Kahl baum) hergestellt hatte. 

Die /,.-AgNO, wurde genau stimmend befunden. Die */,-Rhodan- 
kaliumlésung stellte ich mir durch Auflésen einer zur Herstellung einer 
®/,9°Lésung angenaherten Menge von Rhodankalium (purss. pro anal. 
Kahlbaum) her und bestimmte den Faktor der Lésung durch mehr- 
malige Titration mit meiner "/,,-AgNO,-Lésung. 
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Alle Verdiinnungen und Pipettierungen wurden mit reichsamtlich 
geeichten MeBgefaBen und Pipetten bei der vorgeschriebenen Temperatur 
vorgenommen. 

Die Salpetersiure stellte ich mir durch Verdiinnen reinster konz. 
HNO, her, von deren Halogenfreiheit ich mich iiberzeugt hatte. 

Zu den 20 ccm KH,PO,-Lésung wurden nach Liebermann 12,5 ccm 
Salpeterséure (spez. Gew. 1,310) gefiigt, mit Wasser auf 50 ccm ver- 
diinnt, 50 ccm ®/,9-AgNO,-Lésung hinzugefiigt und dann genau, wie oben 
dargelegt, weiter behandelt. 

Da ich keine befriedigenden Resultate erhielt, anderte ich das Ver- 
fahren dahin, daB ich nicht die amphotere Fliissigkeit mitsamt dem 
Niederschlage im 200-ccm-Kélbchen bis zur Marke auffiillte, da infolge 
des Niederschlagsvolumens das abgemessene Volumen nicht ganz richtig 
ist, sondern ich filtrierte vom Niederschlag in den MeBkolben ab, wusch 
mit kaltem Wasser nach und fiillte dann auf 200 ccm auf. 100 ccm 
wurden dann zur Analyse entnommen. 

Die Resultate besserten sich nicht. 


Im folgenden seien meine Resultate angefihrt: 


Tabelle VII. 


Bestimmung von Phosphorsdure nach Liebermann. 























5 vere. oom| 8 Gefund. | Ab- 
8 Angewandte Menge P,O, ®/ 9° KSCN- | Rin 2 | Wweich. 
5 oe g 0 
ilicinds Soren soy es asl SM Al 
1 20cem | KH, PO, re (Lec ccm = 1 mg P. >,0,) 20, 54 0,0211 5,5 
2 Ebenso 0,0200 g P, 95 20, 63 0,0207 3,5 
3 “ 0,0200 g 20,35 0,0220 * 10,0 
4 - 0,0200 g_ » 20,35 0,0220 10,0 
5 - 0,0200 go> 20,08 0,0223 | 16,5 
6 0,0200 g_ - 20,08 0,0223 | 16,5 
7 “ 0,0200 g_ - 20,17 | 0,0224 | 12,0 
8 - 0,0200 g_ » 20,26 | 0,0224 | 12,0 
9 - 0,0200 g_ - 20,43 | 0,0214 7,0 
10 r 0,6200 g » 20,35 0,0220 10,0 


Wie die Tabelle zeigt, erhielt ich stets betrachtlich zu 
hohe Werte. 

Die Umrechnung wurde nach Liebermann mittels der 
Formel 2,367 (50 —2a)=—P,O, in Milligramm vorgenommen, 
in der a) die ccm "/,,-KSCN-Lésung bedeutet. Die Forme! 
soll richtige Werte angeben, wenn die Phosphatmengen 10 bis 
80 mg P,O, betragt. 

Nach vorliegenden Analysen kann ich diese Angaben nicht 
bestatigen. 
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b) Nephelometrisch. 

AuBer zur volumetrischen Bestimmung ist die Bildung des 
Silberphosphates zu nephelometrischen Bestimmungen in Vor- 
schlag gebracht worden. 

So ist von Bloor’) 1915 eine Methode auf dieser Grundlage zur 
Phosphorsaurenephelometrie ausgearbeitet worden. 

Das Verfahren verlangt nicht nur ein Arbeiten in neutraler Lé- 
sung, sondern erfordert auch unbedingt Abwesenheit aller Substanzen, 
die mit Ag in Reaktion treten kénnen, also vor allem des Chlors. 

Diese Bedingung ist aber bei vielen Reagenzien, zumal es sich um 
Spuren handelt, die sonst nie Beriicksichtigung finden, nicht immer leicht 
zu erfiillen. 

Am meisten gegen die Methode spricht, wie ich ausfiihrlich in dem 
Kapitel ,Nephelometrie“ dargelegt und an Versuchen mit AgCl er- 
wiesen habe, die Schwierigkeit, mit Silbersalzen Triibungen von gleicher 
TeilchengréBe zu erhalten. 

Ich verweise hierzu auf das entsprechende Kapitel, méchte 
hier aber vorgreifend bemerken, dab alle Silbersalze, die Trii- 
bungen liefern (ich arbeitete mit AgCl, AgPO,, HgCl) fiir 
nephelometrische Zwecke als nicht geeignet bezeichnet werden 
miissen. Hinzu kommt, da’ in dem Strychnin-Molybdanreagens, 
wie ich zeigen konnte, ein Reagens vorhanden, das nicht nur 
die Silberphosphattriibung an Empfindlichkeit iibertrifft, sondern 
auch vorziigliche und genaue Ergebnisse liefert. 

Es liegt daher kein Grund vor, sich des unzuverlissigen 
Silberphosphates zu nephelometrischen Zwecken zu_bedienen. 

Auch Bloor selbst hat die Methode zugunsten der Strych- 


nin-Molybdinmethode verlassen. 


3. Bestimmung der Phosphorsiure als Vanadin-Phosphor- 
siure-Molybdinverbindung. 

Von weit gréBerer Bedeutung fiir die allgemeine Phos- 
phorsiure-Bestimmung, speziell aber fiir das physiologische 
Arbeiten kénnte eine Methode werden, die von Misson?) zur 
Bestimmung der Phosphorsiure im Stahl vorgeschlagen und 
von Schréder*) nachgepriift und fiir den angegebenen Zweck 


zureichend befunden wurde. 
In der Literatur ist danach iiber Anwendung der Methode nichts 
mehr zu finden, und nirgends ist nach Missons Aufsatz, der nur den 


1) W. R. Bloor, Journ. of Biolog. Chem, 22, 133 bis 144, 1915. 


®) G. Misson, Chem.-Zeitg. 32, 633, 1908. 
*) R. Schréder, Stahl und Eisen 29, 1158, 1909. 
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Vorschlag, aber keine analytischen Belege enthielt, die Methode syste- 
matisch und kritisch durchgepriift und durchgebildet worden. 

Die Methode beruht auf der Fahigkeit des Ammoniumvannadats, 
mit Ammoniumphosphormolybdat eine gelbbraune Farbung zu geben, 
die, da proportional der P,O,;-Konzentration, colorimetriseh bestimmbar 
sein soll. 

Misson schreibt der Verbindung die Formel 

PO,(NH,), VO,(NH,) 16 MoO, 
zu. Als Reagenzien gibt er an: 
HNO, (spez. Gew. 1,2) frei von HCl. 

Ammoniumvannadatlésung. 2,345 g Ammoniumvannadat 
werden in 500 com H,O gelést. Zu der Lisung werden 20 ccm HNO, 
gegeben und nach dem Erkalten wird mit H,O zu 11 aufgefiillt. 

Ammoniummolybdatlésung, 10°/,ig, frisch hergestellt. Die 
salpetersaure Phosphatlésung (es werden 20 cem HNO, zum Lésen von 
1 g Stahl angegeben) wird mit Wasser versetzt, mit 10 cem Vannadat- 
lésung versetzt, mit H,O auf 80 cem gebracht, mit 10 cem Ammonium- 
molybdatlésung versetzt, auf 100 ccm mit H,O aufgefiillt und nach 2 bis 
3 Minuten colorimetrisch gemessen. 

Die Methode soll Mengen bis zu 5 mg P zu schiitzen gestatten. 


Ich priifte nun die Methode an reiner Alkaliphosphat- 
lésung, stellte ihre Grenzen fest und untersuchte den EinfluB 
fremder Substanzen auf die Firbung. 

Die erhaltenen Resultate sprechen duBerst fiir eine weite 
Anwendung der Methode. 

Zwar konnte ich, da zu der Zeit, da ich die Untersuchungen 
ausfiihrte, mir nur ein Dubosq-Colorimeter iblicher Kon- 
struktion (s. Nephelometrie) zur Verfiigung stand, die Messungen 
nicht mit der gleichen Genauigkeit und Empfindlichkeit vor- 
nehmen, wie die anderen Colorimetrien, doch geniigten sie zur 
Feststellung des prinzipiellen Verhaltens des Reagenses. 


Die Reagenzien wurden nach Vorschrift Missons angefertigt, doch 
zeigte es sich, da8 bei Zugabe von 20 ccm HNO, (spez. Gew. 1,2) 
— Misson sagt HNO, schlechthin — die bei Zusatz von Saure zur 
Ammoniumvannadatlésung eintretende Fallung von V,0, sich nicht list. Ich 
verwandte daher 20 ccm ca. 60°/, iger Saiure zur Herstellung des Reagenses. 

Das Reagens gibt mit Molybdatlésung eine griin braune Farbung, 
die bei Zusatz von geniigenden P,O,-Mengen in gelbbraun umschligt. 

0,0001 g P,O, in 100 com gaben schon wahrnehmbaren 0,00012 
deutlichen Umschlag in gelbbraun. 

Es wurden Bestimmungen von 0,75 bis 100 mg P,O, angestellt, 
derart, daB zur Phosphatlésung 10 ccm Molybdatlésung, ca. 80 cem H,O 
zugesetzt und dann 10 ccm Vannadatlésung hinzugegeben wurden. Dann 
wurde mit H,O auf 100 ccm gebracht und nach 5 Minuten colorimetriert. 


Agree ronan 
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Tabelle 
Colorimetrie der Phosphorséure-, Molybdan-, Vanadin- 
KH,PO, = Leg. 0,75 bis 20 com (1 com = 1 mg P,O,), 




















| | 
a | a& 5 eee a 8 | a, 8, a, ay 
P,Osmg . 0,75) 1 ee OE. ae a Sas OSs a ee a 9 
Ablesung.}23\% | 78 | 48 | 50 84 en 56 
ie eee ee ae 71 63 55 
22/3*| 73 | 388 ee | nm + 36 
O°) Ge a ee ee 63 55 
Durch- | 
schnitt . ew eee | 51 83 1,5 | 62 55,5 
Verglich. } } 
mit | a, = 100 | a, = 100} a= 100 aj = 50 ap=50 | ayy = 50 ay) — 50 
Theor. } } 
Ablesung me Poe wee 83 mt oe 56 
Abweichg. 
in, . 6 1 2 0 0,7 0,8 1 





Tabelle IX. 
Zusatz fremder Stoffe. 

Zu 5 mg P,O, wurden die angegebenen Substanzmengen hinzugesetzt. 
Sodann Zugabe von 10 cem Molybdatlésung und 10 ccm Vanadinlésung, 
H,0 bis 100 ccm. 

Verglichen wird mit — ne ohne Substanzzusatz. 




















Zusatz Zusatz ‘Zusatz a 10 cem | 10 com | 10 ccm 
as von von von ges. | ges. ges. 
10 com | 10 com | 10 ccm | NH,Cl MgS0O,- | NaCl- 
19° HCl |10°/, ete H 280,| Lésung | Loésung  Lésung 
T ‘ 
Ablesungen| 50 | 49 48 |€888_|/ 49 | 50 
51 | 48 50 | 8s=9g5s; 50 | 82 
sb | 50 | 51 | Beshe | 649 | 88 
5 | 50 |) 48 Sess™ 50 51 
Durch- : 
schnitt. .| 50,5 | 49 | 49 | 495 | SI 
Vergleichs- 
lésung . .| 50 50 50 eS See 
Abweichung | 
Me sepia SES aaa Meee “eee ee wh ee 





Wie die Versuche lehren, besteht innerhalb der Grenzen 
der Methodenfebler, von 1,25 bis 100 mg P,O, in 100 ccm 
vollkommene Proportionalitat zwischen Farbung und P,O,- 
Konzentration. 

Als untere Grenze méchte ich 1,25 mg in 100 ccm an- 
geben. Da man aber bei Anwendung des Schmidt und 
Haenschschen Colorimeters mit 25 cem Fliissigkeit auskommt, 
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VILL. 


Verbindungen. (Priifung der Proportionslitatsfrage.) 
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Colorimetriert im Dubosq-Colorimeter. 





Endvol. 100 ccm. 
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B10 Ai, Ais Bi, Bis aig a, ais 

10 2 | #14 16 18 20 40 50 100 

49 mel oe 61 | 55 50 50 49 77) 23 
49 e.i°s 62 55 49 52 51 a5(85 
50 a 6| C78 63 | 55 53 52 48 81(2% 
49 8 | TW 62 | «55 51 50 50 Jes 
49 g25 | 72 62 55 51 51 49,5 81,5 
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so ist es moglich, noch 0,3 bis 0,4 mg P,O, mit Hilfe der 
Nach obenhin waren noch Konzen- 


Methode zu bestimmen. 


trationen bis zu 100 mg P,O, in 100 ccm bestimmungsfahig. 
Die Grenzen sind also bedeutend weiter als Misson an- 


gegeben. 


Geht man mit den P,O,-Mengen iiber den Durchschnitt 
der angewandten Mengen hinauf, so mu8 man entsprechend 


mehr Reagens verwenden. 10 ccm Vannadatlésung reichen bis 
za 25mg P,O,. Weiter hinauf mu8 man entsprechend mehr 


Reagens verwenden. Ebenso mu8 man die Mengen Molybdat- 


lésung erhdhen. 
Der Zusatz von Séuremengen bis zu 10 ccm 10°/,iger HCl 
hat auf die Farbung keinen EinfluB. Ebenso andert ein Ersatz 


der HCl durch H,SO, nichts. 


Zusatz yon NaCl-Lésung und MgSO,-Lésung bis zu 10 ecm 
konz. Lésung haben ebenfalls keinen EinfluB, dagegen bewirkt 
ein Gehalt von Ammoniumchlorid eine krystalline Fallung. 

Es ist daher notwendig, wenn man die Phosphorsaure 
mittels dieser Methodik bestimmen will und als Ammonium- 
magnesiumphosphat isoliert hat, das letztere durch Erhitzen 


in das ammoniumfreie Pyrophosphat umzuwandeln. 


Infolge ihres weiten Bereiches und ihrer leichten Ausfiihr- 
barkeit bietet die Vanadinreaktion ein ganz vorziigliches Mittel 
zur Phosphorsaéurebestimmung zwischen rund 1 cg und 1 mg P,0,. 


8,, = 50 | a,, = 50 a,,;=100a,,= 100) a,, = 100 


80 
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Sie erméglicht schnelles und zuverlissiges Arbeiten und 
verdient weit mehr Beachtung als sie bisher gefunden. 

Versuche, ob die Metalle der gleichen Gruppe im periodi- 
schen System, Niobium und Tantall, ebenfalls eine Farbung 
mit Molybdan- und Phosphorsiaure liefern, eventuell die Farbe 
im spektralen Sinne abandern, fiihrten zu dem Resultate, daB 
dieselben keine spez. Farbung hervorrufen. Die gelbgriinliche 
Firbung, die man beim Arbeiten mit den sauren Lésungen von 
Ammoniumniobat und Ammoniumtantallat erhalt, sind nichts 
weiter als die Eigenfirbung der Phosphorsiure-Molybdin- 
verbindung.’) 

1) Anmerkung. Die Zusammenfassung meiner Arbeiten erscheint 
am SchluB der Abhandlung V. 











Uber die Bestimmung der Phosphorsiure. II. 


Die Bestimmung der Phosphorsiure im Phosphorsaure- 
Molybdinkomplex. 


Gravimetrische und colorimetrische Bestimmungsformen. 


Von 


Hans Kleinmann. 
Unter Leitung von Joh. Feigl. 


(Aus dem chemischen Laboratorium des Allgemeinen Krankenhauses 
Hamburg-Barmbeck.) 


(Eingegangen am 5. August 1919.) 


Mit 2 Figuren im Text. 


Alle Bestimmungen der Phosphorsiure in Form einer 
Phosphorséure-Molybdanverbindung beruhen darauf, da die Ps. 
in einem Komplex gefallt wird, der NH, oder Alkali, Ps. Mo- 
lybdin-Trioxyd und Saure in einem bestimmten gegensei- 
tigen Verhaltnis enthialt. 


Dieser Komplex kann dann in seiner Gesamtheit unveriindert oder 
in durch Erhitzen veranderter Zusammensetzung gewogen werden, oder 
er wird durch Umsetzung mit einer bekannten iiberschiissigen Menge 
Alkali in Lésung gebracht, und dann die zur Umsetzung verbrauchte 
Menge desselben durch Riicktitration bestimmt, woraus dann die. Menge 
des Komplexes uud weiterhin der Ps. berechnet werden kann. 

Weiterhin ist es aber, wenn das gegenseitige Verhaltnis der Kom- 
ponenten genau bekannt, auch mdglich, durch Bestimmung einzelner 
derselben, die Ps-Menge zu berechnen. 

Wiahrend die erste Form der Bestimmung vorziiglich in der Makro- 
chemie angewandt wird, hat die zweite, infolge der besonderen Eignung 
des NH, und des Mo zu Farbenreaktionen in der Mikrochemie sehr an 
Bedeutung gewonnen. 


An diese schlieBt sich dann die von mir auf den Ps,-Mo- 
Komplex iibertragene Methodik der Messung des Niederschlags- 
volumens, ,,die Sedimetrie“, an. 


ee son map 1B 
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1. Die gravimetrische Bestimmung. 
a) Makrochemisch. 


Die urspriingliches Form der Bestimmung des Ps-Mo- 
Komplexes war, ihn in seiner Gesamtheit zur Wagung zu 
bringen. Der Vorteil dieser Methode gegeniiber der Magnesia- 
fallung beruht dann auf der Tatsache, daB quantitative Fallungen 
in Gegenwart von Fe und Ca vorgenommen werden kénnen 


und daB im Verhaltnis zum P ein sehr groBes Molekiil zur 
Wagung gelangt. 

Nach Vorangehen Sonnenscheins wurde durch Finkener'’), 
Meinecke’*) und Hundeshagen®), Woy‘), v. Lorentz®) und Neu- 
mann®) sowohl die Zusammensetzung des Niederschlages nach dem 
Glihen ermittelt. 

Nach Hundeshagen’) besitzt der primare Niederschlag eine Zu- 
sammensetzung: (NH,)3P0,12M00,, 2HNO,, Hypo. 

Neumann, dem das groBe Verdienst zuzuschreiben ist, nach- 
gewiesen zu haben, daB unter bestimmten analytischen Verhiltnissen 
eine primaére Fallung konstanter Zusammensetzung zu erhalten ist, gibt 
fiir diese die Zusammensetzung 2(NH,)3PO,, 24Mo0, an. In Uber- 
einstimmung mit Hundeshagen kommen auf 1 Mol P;0, stets 24 Mol 
MoO,. Der die Zusammensetzung nach Hundeshagen besitzende, am 
Besten nach Woy durch Fallung in der Siedehitze gewonnene primaire 
Niederschlag hinterlaBt nach Finkener nach Erhitzen auf 160 bis 
180° reines Ammoniumphosphormolybdat von der Zusammensetzung 
(NH,)3P0,12Mo0,. Der Ké6rper enthalt theoretisch 3,784°/, P,O, 
= 1,6635°,, P. Der theoretische Faktor zur Umrechnung in P,O, ist 
0,0378. Finkener fand richtige Zahlen mit dem empirischen Faktor 
0,08794, Hundeshagen mit dem Faktor 0,03753, was nach Tread- 
well durch Versuche von Steffen bestatigt wird. Wird der Nieder- 
schlag nach Hundeshagen schwach gegliiht (nach Woy), so erhalt 
man einen Riickstand von der Zusammensetzung 2Mo,P,0,. Dieser 
enthalt 3,949°/, P,O, oder 1,7254°/, P, was von Treadwell ebenfalls 
bestatigt wird. 


’) Zeitschr. f. anal. Chem. 21, 566, 1882. 

*) Rep. anal. Chem. 5, 153,- 1885. 

8) Zeitschr. f. anal. Chem. 28, 141, 1889. 

*) Chem.-Zeitg. 21, 441 u. 569, 1892. 

5) Landw. Versuchsstationen 55, 183. 1901. 

*) Zeitschr. f. physiol. Chem. 87, 2. 

*) Siehe auch J. Kénig, Chemie der Nahrungs- u. Genu8mittel 
IIL, 1, 489 u. F. P. Treadwell, Kurzes Lehrbuch der analytischen 
Chemie II, 6. Aufl., 362, 1913. 
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Hierzu kann ich hinzufiigen, daB von mir in friherer Zeit 
angestellte Ps.-Bestimmungen stets nach Woy gefallt und ge- 
gliiht wurden, exakt stimmende Resultate gaben. 

Von N. v. Lorentz ist vorgeschlagen worden, den Niederschlag 
nicht zu gliihen, sondern nach dem Entwassern direkt zu wagen. Das 
Verfahren ist von W. Pliicker’) ausgearbeitet worden; als Umrechnungs- 
faktor nach P,O, wird 0,03295 angegeben. In neuester Zeit ist von 
Hans Lieb*), der dieses Verfahren bei der Mikroanalyse nach Pregl 
anwandte, dieser Faktor als 0,03326 angegeben, was einer Zusammen- 
setzung von (NH,)PO,, 15MoO, entspriiche. 

Von Vortmann’) ist in neuerer Zeit versucht worden, an Stelle 
des Ammoniums Kalium einzufiihren. Seine Analysen hatten befriedigende 
Resultate, doch ist nicht einzusehen, welchen Vorteil diese Anderung in 
sich schlieBt. Bedeutsamer schon sind seine Versuche, den Niederschlag 
nicht in salpetersaurer, sondern in salzsaurer und schwefelsaurer Lésung 
herzustellen. 

Schon K. G. Falk und Kanematsu Sugiura‘) hatten gezeigt, daB 
ein Niederschlag auch in schwefelsaurer Lésung erhaltbar und gaben 
fiir diesen die Zusammensetzung 4 |(NH,)3 SO, 12 MoO,] (NH,) 2S0,5 MoO, 
an, doch soll die Zusammensetzung mit der Konzentration der Lésung 
und ihrem Gehalte an Ammoniumsulfat wechseln. Vortmann erhielt 
sowohl in salzsauren wie auch schwefelsauren Lésungen quantitative 
Fallungen, iiber deren Zusammensetzung er aber keinerlei Angaben 
macht, da er die Mo-Fillung nur als Zwischenfillung benutzend, die 
Bestimmung als Ammoniummagnesiumphosphat ausfiihrt. 

Was nun die Wigung des Ammoniumphosphormolybdates unter 
makrochemischen Verhialtnissen anbetrifft, so ist dieselbe von mir 
praktisch nicht iiberpriift worden, da dieses schon unzahlige Male ge- 
schehen und die Zuverlissigkeit der Faktoren von Hundeshagen und 
Woy durchaus bestitigt ist. 


b) Mikrochemisch. 
«) Nach Pregl. 

Was aber die mikrochemische Bestimmung der Ps. durch 
Wagung des ganzen Komplexes betrifft, so ist dieselbe als 
nicht vorteilhaft zu betrachten, denn zu ihrer Ausfiihrung be- 
darf es der Beherrschunig der Methodik und Technik der 
Preglschen Mikroanalyse, sowie des Besitzes des zu derselben 
notwendigen Instrumentariums (Mikrowagen usw.). Gerade aber 


1) Zeitschr. f. Unters. d. Nahrungs- u. GenuBmittel 17, 446, 1919. 

*) Handb. d. biochem. Arbeitsmethod., herausgegeben v. Dr. Abder- 
halden 9, 287, 1919. 

3) Vortmann, Zeitschr. f. anal. Chem. 54, 199. 

*) K.G. Falke und Kanemat Sugiura, Journ. Americ. Chem. 
Soc. 37, 1502 bis 15, Juni 20/3. 
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bei dem P-Mo-Komplexe ist es méglich, mikrochemische Be- 
stimmungen bei Wahrung der makrochemischen Arbeitsweise 
vorzunehmen. 


f) Bestimmung des Mo als Bleimolybdat nach Raper. 


Der Gedanke, die Ps im Ps-Komplex zu bestimmen, indem man 
das Molybdin in Form eines sehr groBen Molekiiles zur Wagung bringt, 
stammt von Raper’). 

Er benutzte hierzu die Methode der Mo-Bestimmung als Blei- 
molybdat, die von Ibbotson und Brearley®*) erstmalig in Vorschlag 
gebracht worden war. 

Da im Komplexe auf 1P 12Mo0, kommen, das MoO, durch seine 
Wiigung als PbMoO, in einem sehr groBen molekularen Komplex zur 
Wagung kommt, so ist das Verhiltnis des bestimmten Gewichtes zu 
dem gesuchten ein sehr vorteilhaftes. Der Umrechnungsfaktor nach P 
betragt 0,007. 

Die Methode gestattet also P-Mengen, die im Gebiete mikro- 
chemischer Bestimmungen liegen, mit makrochemischer Methodik zu 
fassen. 

Von Raper ist das Verfahren iiberarbeitet und fiir P-Mengen von 
1,0 bis 0,1 mg brauchbar befunden worden. 

Doch will Raper festgestellt haben, daB die Mo-Mengen im Ps-Mo- 
Komplex gegeniiber dem theoretischen Verhiltnisse zu hoch sind. 

Nach ihm wird Mo mitgerissen. Diese Angaben werden von Taylor 
und Miller’) bestitigt, die ebenfalls zu hohe Werte fanden. (Kritik 
siehe beim Mikro-Neumann.) Doch loben sie die Methode als solche 
und bezeichnen sie vor allem als vorziiglich geeignet zur Eichung von 
Molybdatlésungen, die als Standardlésungen fiir die Colorimetrie des 
Mo Verwendung finden sollen. 

Ich stellte nun Versuche nach dem Raperschen Verfahren 
derart an, daB ich es nicht an der Ps.-Mo-Verbindung, sondern 
an Molybdatlésungen genau bekannten Gehaltes studierte. 

Hierbei fand ich, daB die Methode, trotz genauer 
Befolgung der Taylor- und Millerschen Vorschrift, zu 
hohe Werte liefert. 

Nach ihren Mitteilungen (sie geben die Raperschen Vorschriften 
an) soll der in etwas Ammoniak geléste Mo-Komplex im 250 ccm Jenenser 
Becherglas mit ca. 75 ccm Wasser, 11 cem konz. HCl und 10 ccm 4°/,iger 
Bleiacetatlésung versetzt und zum Sieden erhitzt werden (Lésung a). 
Die Lésung a wird siedend in eine ebenfalls kochende Mischung von 
50 cem 20°/,iger NH,Cl-Lésung und 50 ccm 50°/, iger Amoniumacetatlésung 


1) A. S. Raper, Biochem. Journ. 8, 649, 195. 
*) H. Brearley u. Fr. Ibbotson, Chem. News 82, 880, 1908. 
3) A. E. Taylor u. C. W. Miller, Journ. of Biolog. Chem. 


: 
: 
é 
. 
H 


ena” 








f 
' 
J 
{ 











Die Bestimmung der Phosphorsiure. IT. 49 


in einem 400 ccm Jenenser Becherglas (Lésung b) gegossen , und nach 1 Minute 
langem Riihren durch einen Goochtiegel filtriert. Der Niederschlag wird 
mit kochendem Wasser bis zum Verschwinden der Bleireaktion des Fil- 
trates gegen H,S gewaschen, getrocknet, gegliiht und als PbMoO, gewogen. 


Meine Arbeit gestaltete sich folgendermaBen: 


1. Herstellung einer genauen Molybdatlésung. Zur 
Herstellung einer genauen Molybdatlésung wihlte ich MoO, als 
Wigungsform und stellte mir dies Praparat nach Muthmann’) 
wasserfrei folgendermaBen rein her. 


Ammoniummolybdat, n—m aqu. (purss. Kahlbaum) wurde 8 mal 
umkrystallisiert, und die Reinheit durch Verfliichtigen der Substanz auf 
einem gewogenen Platinblech (kein wiagbarer Riickstand) bestiatigt. 

Nach ca. 2stiindigem Erhitzen in einer Platinschale wurde die 
Substanz in einem Porzellanschiffchen in einem schmelzbaren Rohre im 
Sauerstoffstrome 4 bis 5 Stunden lang erhitzt, derart, daB gerade keine 
Sublimation der Substanz eintrat. Nach Abkiihlung wurde das Schiffchen 
gewogen (2,8215 g). Nach weiterer Stunde Gliihen im O-Strome wurde 
das gleiche Gewicht gefunden. Das Praparat lag in héchster Oxydations- 
form als MoO, vor. 

Von ihm wurden 0,99947 g abgewogen und in 50 ccm 10°/,igem 
NH, gelést und die Lésung mit H,O auf 1000 cem gebracht. Da ich 
bei spiterem Arbeiten (s. Ferrocyankaliumcolorimetrie) einer Natrium- 
molybdatlésung bedurfte, wurde 1,0000 g auf gleiche Weise hergestellten 
Priiparates in 20 ccm °/,-NaOH gelést und auf 1000 ccm mit H,O 
aufgefiillt. Zur Analyse nach Raper benutzte ich die ammoniakalische 
Molybdatlésung. 

2. Ammoniumchloridlésung. 50°/,ig aus NH,Cl pro anal. 
Kahlbaum. Gepriift eisenfrei. 

3. Ammoniumacetatlisung. 50°/,ige purss. Kahlbaum, 
pro anal. 

4. Bleiacetatlésung. 4°/,ige purss. pro anal. Kahibaum. 

5. Salzsiure. Konz. (spez. Gew. 1,19, fiir forensische Zwecke). 
Von der Molybdatlisung wurden 50 cem zu den Analysen genommen 
und mit 25 ccm H,O verdiinnt. Diese Menge entspricht rund 1 mg P. 
Zur Bestimmung klcinerer Mengen Mo wurden 10 ccm einer aufs 2fache 
verdiinnten Molybdatlésung benutzt. Die Analysen wurden nach obiger 
Vorschrift ausgefiihrt. 


Ich konnte nun beobachten, daB wenn der Niederschlag, 
der sorgfaltig bleifrei gewaschen war, mit ganz kleiner Flamme 
nur ganz schwach gegliiht wird, er sich schwarz-grau fiarbt. 
Bei starkerem Gliihen wird er wieder wei (in der Hitze gelb) 
ohne bedeutend an Gewicht abzunehmen. (Bei ca. 130 mg 





?) L. Vanino, Hand. d. prip. Chem. I, 1913, 583. 
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PbMoO, vielleicht 0,5 bis 1 mg). Der Tiegel ist sowohl mit 
kleiner Flamme, als auch bei starker Rotglut stets je zu kon- 
stantem Gewicht zu bringen. Das Abnehmen des Gewichtes 
bei stairkerem Glihen mu8B, wenn man ohne Tiegeldeckel 
arbeitet, auf ein Verspritzen an Substanz (was recht unwabhr- 
scheinlich) oder die Sublimation einer geringen Menge einer 
Bleiverbindung zuriickgefiihrt werden, die nicht PbMoO, ist, 
da die Gesamtmenge, wie die Gewichtskonstanz des Tiegels 
bei starkem Gliihen beweist, nicht fliichtig ist. Da8 aber eine 
geringe Substanzmenge, namlich die, um die der Tiegel beim 
Gliihen von grau zu wei leichter wird, aus dem Tiegel heraus 
geht, konnte ich beweisen, als ich mit einem Tiegeldeckel be- 
deckten Tiegel gliihte. Der Tiegeldeckel nahm hierbei soviel 
an Gewicht zu, als der Tiegel selbst verliert. Behandelt man 
die mitunter dunkel beschlagene, bei starkem Gliihen aber 
stets weiBe Innenseite des Deckels mit einem Tropfen (NH,),S, 
so wird sie schwarz durch Zusatz von etwas H,O,, dann aber 
weiB gefarbt, was die Anwesenheit von Blei oder einer Blei- 
verbindung auf dem Deckel beweist. 

Das Nichtberiicksichtigen dieser Erscheinung mag zum 
Vortiuschen richtiger Ergebnisse gefiihrt haben, doch sind die 
Resultate, selbst wenn man im offnen Tiegel gliiht, also sicher 
Substanz verliert, immer noch merkbar zu hoch. Durch neben- 
stehende Analyse wird dies bestitigt. 

Aus dieser Tabelle geht hervor, daB sowohl Analysen von rund 
0,005 g MoO, als Analysen von rund 0,05 g MoO,, wenn sie mit kleiner 
Flamme gegliiht und als grauer Niederschlag gewogen werden, schwankende, 
zwischen 0,8 bis 5,5°/, zu hohe Werte geben. Gewdéhnlich sind die Werte 
um rund 2,5°/, zu hoch. Gliht man ohne Tiegeldeckel mit starker 
Flamme und wagt den nunmehr weiBen Niederschlag, so erhalt man um 
durchschnittlich 1,5°/, za hohe Werte. Da8 beim starken Gliihen Sub- 
stanz verloren geht, lehren die Analysen 14 bis 17. Analysen 14 und 15 
wurden ohne Deckel erst schwach und dann stark gegliiht und ihr Ge- 
wicht nach jeder Behandlung sofort festgestellt. Analysen 16 und 17 
wurden mit Deckel gegliiht und das Gewicht des Tiegels und des 
Tiegeldeckels nach jeder Behandlungsform getrennt festgestellt. Bei 
Analyse 16 verlor der Tiegel 1,4 mg, der Deckel nahm 1,0 mg zu. DaB 
zwischen Abnahme des Tiegelgewichts und Zunahme des Deckelgewichts 
eine Differenz besteht, ist durch Verlorengehen geringer Mengen Substanz 
bei der Sublimation zu erklaren. 


Welcher Art die sublimierende Substanz ist, kann ich nicht sagen. 
Auf jeden Fall ist sie eine Bleiverbindung, wie ich schon oben dar- 
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Tabelle X. 
Analyse reiner Molybdatlésungen nach Methode Raper. 
st. ~ 
“i 5 8S se 
, o CO — ~ 4 
Nr ——— Menge Behandlung oe == ” 3 
: 2 Soe ee "lo 
{ 10 cem Mo-Lésung Gegliiht mit Tiegeldeckel | 
:. (1 cem = 0,000499 735 g) bei kleiner Flamme 0,0134| 0,0127 + 5,5 
| = 0,004 99735 g Niederschlag grau J | 
2. | Ebenso: OOh 982 35 g MoO, Ebenso 0,0128) 0,0127 + 0,8 
3. ” 0,0129, 0,0127 + 1,6 
4. | 0,0130, 0,0127 + 2,4 
5. 0,0131, 0,0127) + 3,9 
6. . - 0,0129) 0,0127, + 1,6 
f 50 ecm Mo-Lésung (1 ccm Gegliiht mit Tiegeldeckel | 
7.14 == 0,00099947 g MoO,) bei kleiner Flamme + 0,1308) 0,1274! + 2,7 
| =0,0499735 g MoO, Niederschlag grau J 
8. | Ebenso: 0,0499735 g MoO, Ebenso 0,130) 0,1274| + 2,4 
9, ” . 0,1802) 0,1274' + 2,2 
Gegliiht mit starker Flamme | 
10. ohne Deckel > 0,1289) 0,1274 + 1,2 
Niederschlag weiB J 
11. Ebenso 00,1299) 0.1274 + 2.0 
12. ” 0,1277| 0,1274 + 0,2 
13. n 0,1288 0,1274 +11 
' Mit kleiner Flamme } 2 ‘ dad z 
14 | Niederschlag grau = | 0,1805} 0,1274) + 2,4 
: Mit groBer Flamme © | “en j 
° | Niederschlag weiB a | 0,15 291 0,1274| + 2,1 
Mit kleiner Flamme f{ en7 . 
15 | Niederschlag grau A 0,1307) 0,1274) + 2,6 
Mit groBer Flamme & al haan 
| Niederschlag weiB Oo 0,1297) 0,1274) + 1,8 
| Mit kleiner ee 
Flamme oS a oe 
Niederschlag a § 0,1303 0,1274 + 2,3 
1¢ grau Sede | 
< td Mit groBer gage S| 
7 _ = =] | se 
Flamme =| * = 1%| 0,1293! 0,1274' +1,5 
Niederschlag | & 3 | § 
wei8 = A = | 
Mit kleiner } = ¢ [7% | 
Flamme os {8 pan ee os 
Niederschlag 9 5 2 0,18 06 0,1274 + st 
a grou ((ezcz/a| 
; , Mit groBer [| 2322 
Flamme > s 0.18081 0.197 ee 
Niederschlag | % @ 1~ 3 “| 01274 + 2, 
weiB = A | 
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gelegt habe. Auf nicht geniigendes Auswaschen des Niederschlages kann 
ihre Anwesenheit nicht zuriickgefiihrt werden, da die Niederschlige 
sehr sorgfaltig mit kochendem Wasser bis zum volligen Verschwinden 
der Bleireaktion gegen H,S gewaschen wurden. 

Wie man aber auch das Gliihen vornehmen mag, 
stets sind die Werte um 1 bis 2°/, zu hoch. 

Aus diesen zu hohen Werten, die die Analysenform selbst liefert, 
glaube ich die Behauptung Rapers erklaren und widerlegen zu kénnen, 
daB bei den von ihm untersuchten P-Mengen der Mo-Ps-Komplex zu 
hohe Mo-Werte liefert. Wie ich mittels der von mir geschaffenen 
Mo-Ferrocyankaliumcolorimetrie (s. d.) feststellen konnte, entspricht die 
Zusammensetzung des Ps-Mo-Niederschlages bei den fiir die Rapersche 
Methodik in Frage kommenden Ps-Mengen noch genau der theoretischen 
Zusammensetzung und enthalt erst bei Mengen von unterhalb 0,1 mg 
P,O, zu viel Mo. Die Rapersche Methodik muB daher nach 
diesen Ergebnissen als nicht geeignet zur Ps.-Analyse und 
zur Eichung von Mo-Standardlésungen bezeichnet werden. 
Ersatz fiir sie durch volumetrische und colorimetrische Methoden werden 
im folgenden gegeben werden. 


2. Colorimetrische Bestimmung. 
a) Colorimetrie im allgemeinen. 

Da der Mikro-Neumann zur Bestimmung der Ps. unter 
Mengen von rund 1 mg P,O, nicht herunterzugehen gestattete, 
die obere Grenze fiir die nephelometrische Bestimmung (s. d.) 
aber rund 0,1 mg betrigt, so war es notwendig, zur Bestimmung 
von Ps-Mengen, die zwischen diesen Grenzen liegen, sich anderer 
Methoden zu bedienen. Vorziiglich geeignet schienen hierzu die 
colorimetrischen, da sowohl das MoO, als auch das Ammoniak 
im Komplex die Moéglichkeit zum Ausbau colorimetrischer 
Methoden bieten. 


Bevor ich aber an die Durcharbeitung derselben heranging, war es 
notwendig, sich klar zu werden, welches Colorimeter zweckdienlichst ver- 
wandt werden kénnte. Im Betriebe des klinischen Laboratoriums erfreut 
sich der Hehnersche Zylinder groBer Beliebtheit, was auf die Einfach- 
heit seiner Handhabung sowie auf die fiir klinische Zwecke vollkommen 
ausreichende Genauigkeit zuriickzufiihren ist. 

Nach meinen iiber 1 Jahr ausgedehnten zahlreichen colorimetrischen 
Bestimmungen la8t sich bei Ubung mit dem Hehnerschen Zylinder eine 
Genauigkeit von 1,5 bis 2,5°/, erreichen. Nicht viel gréBer ist die Ge- 
nauigkeit mit einem Dubosq [s. Nephelometrie’)], der ebenfalls nur 


1) Der Begriff Dubosq ist ein sehr allgemeiner, da Instrumente ver- 
schiedenerQualitit existieren. Folin(1916)verlangt ,, high grade“Colorimeter. 
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eine Messung mit rund 2°), Fehlern zuléBt. Mit ihnlichen Fehlern 
arbeitet auch das Wolffsche Instrument. Diese Fehler sind aber, wenn 
es auf die Ausarbeitung einer Methode oder ihre Beurteilung ankommt, 
zweifellos groB. 

Als weitaus alle anderen Colorimeter iiberragend 
hat sich dagegen nach meiner Erfahrung das kleine 
Colorimeter von Schmidt und Haensch, D.R.G.M. 301324 
(Plessche Chromophotometer) bewahrt*). Mit ihm sind, 
wenn nachfolgende Ausfiihrungen beachtet werden, Messungen 
von ca, '/,°/, bis héchstens 1°/, Fehler méglich. 

Beim Beginn des Arbeitens mit dem Instrument stellte sich eine 
Erscheinung heraus, die, wenn auch bekannt, zur Vermeidung von Zeit- 
verlust, wie ich ihn wochenlang erfahren habe, hier erwahnt werden soll. 

Es zeigte sich nimlich, daB mit dem Instrument, das mehrere 
Monate lang unbenutzt in seinem Holzkasten gestanden hatte, es nicht 
moglich war, konstante Einstellungen zu machen. Die Einstellung anderte 
sich mit der Zeit, fiel mit gleichen Lésungen an verschiedenen Tagen 
verschieden aus und zeigte sich von der Farbe der untersuchten Lésung 
abhangig. Keinerlei Anderung der Beleuchtung und der Handhabung 
fiihrten zum Ziele. SchlieBlich wurde es der Firma eingeschickt, die es 
abmontierte und leichte Beschlige auf der Optik entfernte. Eine der- 
artige Reinigung und Abmontierung des Apparats ist stets bei photo- 
metrischem Arbeiten notwendig, wie mir die Firma mitteilte, wenn 
Apparate langere Zeit unbenutzt gestanden haben. 

Nunmehr zeigte sich der Nullpunkt des Instruments, d. h. 
seine Stellung, wenn Trog und TauchgefiB mit der gleichen 
Lésung gefiillt wurden, vollkommen konstant. Entgegen der 
Ansicht des wissenschaftlichen Mitarbeiters der Firma Schmidt 
und Haensch, Herrn Bechstein, mit dem ich zusammen 
arbeitete, der die Ansicht vertrat, daB der Nullpunkt kleinen 
unkontrollierbaren Schwankungen ausgesetzt sei, kann ich hier 
feststellen, daB das Instrument, das ich mehr als ein halbes Jahr 
ohne Unterbrechung gebrauchte, in dieser Zeit seinen Nullpunkt, 
24,7, exakt beibehalten hat. Als stérend erwies sich anfangs, 
daB die konzentrischen Ellipsen, die infolge der Verwendung des 
Lummer-Brodhunschen Wiirfels im Gesichtsfeld erscheinen, 
nicht vollstandig die gleiche Farbe aufweisen, was eine genaue 
Einstellung erschwert. 


1) In einem bereits im Mai 1918 abgeschickten Aufsatz fiir die 
Zeitschr. f. Krankenanstalten habe ich auf die Bedeutung dieses Instru- 
mentes fiir die physiologisch-chemische Praxis hingewiesen. 
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Nach meinen Versuchen kann dieser Fehler durch Vor- 
schalten von farbigen Filtern vor den Apparat behoben werden, 
die in dem Sinne wirken sollen, daB aus der Einstellung ver- 
schiedener Farben auf Farbengleichheit méglichst ein Einstellen 
auf Helligkeitsgleichheit sich entwickelt. 

Die gleiche Beobachtung ist auch, wie ich erfahren habe, von der 
Firma Schmidt und Haensch selbst gemacht worden. Zweckmibig 
lassen sich daher die Komplementirfarben der untersuchten Lésung als 
Filter verwenden, doch gilt dieser Satz nicht allgemein. Das passendste 
Filter mu8 jedesmal empirisch gefunden werden. 


Anfangs arbeitete ich mit Trégen, in die ich Farblésungen 
fiillte, und die direkt vor die Beleuchtungsscheibe des Instru- 
ments gestellt wurden. Zur Beleuchtung verwandte ich Bogen- 
licht. Dasselbe erwies sich aber infolge seiner Schwankungen 
als ungeeignet. Spiter lie} ich mir vor der Beleuchtungs- 
scheibe Klammern anbringen, hinter die farbige Gliser ge- 
klemmt werden konnten. Ich verwandte gelb, rot, griin, blau 
in je 2 Farbtiefen und kam mit diesem Satze véllig aus. Als 
Beleuchtung diente eine unmittelbar vor den Apparat gestellte 
50 kerzige Osramlampe. Als notwendig stellte sich; um Blen- 
dungen der Augen und stérendes Nebenlicht zu vermeiden, die 
Aufstellung eines Pappschirmes zwischen Colorimeter und Beleuch- 
tungsquelle heraus. Derselbe War ungefaihr */, m lang und */,m 
breit und trug an seiner unteren Halfte ein quadratisches Fenster, 
aus dem die Beleuchtungsscheibe des Colorimeters herausragte. 

Die Behandlung des Apparats muB, um genaue Messungen 
zu ermdglichen, eine duBerst sorgfiltige sein. So muB man 
sich vor jeder Messung iiberzeugen, ob die AuBenflachen des 
TauchgefaéBes, des Tauchrohres und des Troges absolut tadellos 
(frei von Fingerabdriicken usw.) sind, und sie mit einem Leder, 
nétigenfalls mit Hilfe von etwas Ather, sorgfiltig reinigen. Sie 
bei jeder Messung innen zu reinigen, ist nicht zweckmabig 
(s. Nephelometrie), sondern nur vor Beginn des Arbeitens em 
erforderlich. Hernach ist ein Ausspiilen des Troges und des 
Tauchrohres mit der zu untersuchenden Lésung jeder Reinigung 
vorzuziehen, derzufolge nur kleine Fasern in die Lésung hin- 
eingeraten. Aus dem gleichen Grunde ist auch ein Filtrieren 
der Lésung vor der Colorimetrie fehlerhaft. Besondere Obacht 
ist auf Luftblasen zu geben, die sich am Trog oder unter dem 
Tauchrohr festsetzen kénnen. Am einfachsten sind sie durch 
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vollstiindiges Hinunterfiihren des Tauchrohres auf den Boden des 
TauchgefaBes zu beseitigen. Schwierigkeiten bot anfangs auch 
der Trog, der nicht gekittet, sondern nur durch Federklemmen 
zusammengehalten war. Trotz sorgfiltigen Ebenschleifens der 
Randflachen und Anrauhen der entsprechenden Stellen der Deck- 
platten, sowie sorgfaltiger Reinhaltung der aufeinanderliegenden 
Flichen (auch Fetten, das an und fiir sich nicht ratsam, half 
nichts) lie} der Trog nach einiger Zeit Fliissigkeit durch. Ich 
half mir durch Paraffinieren der Kanten. Unbedingt not- 
wendig ist, vor jeder Messung mit der gleichen L6- 
sung in Trog und Tauchgefai8B den Apparat auf genaues 
Einstimmen zu priifen, da infolge unkontrollierbarer 
Einfliisse, leichteste Verunreinigungen usw. eine oft 
erhebliche Nullpunktdifferenz entstehen kann. 

Durch nochmalige Reinigung, Neufiillung der GefaiBe und 
Priifung der Beleuchtung 14Bt sich gew6hnlich dann der Apparat 
genau cinstellen. Uber das subjektive Moment bei der Colori- 
metrie siehe den Abschnitt Nephelometrie. Zur Ausschaltung 
desselben ist es ratsam, ca. 10 Ablesungen vorzunehmen und 
den Durchschnitt zu gebrauchen. Bei praziser Handhabung 
liefert der Apparat ganz ausgezcichnete Resultate und erlaubt 
eine Einstellungsgenauigkeit von durchschnittlich */,°/,. 

Zur Priifung des Apparates sowie der Empfindlichkeit bei 
Einstellung verschiedener Farben und mit verschiedenen Filtern 
colorimetrierte ich Farblésungen verschiedener Farbe und Starke. 


Tabelle XI. 


Trog und TauchgefiB die gleiche Lésung. 















































Verdiinnung: I It | if I II | Ill I mm } 8 
” iS hell- hell- | hell- ges dunkel- ee. 
Filter: Sticn t Shans | Tilend rot | rot rot grin | 
24,7 244/247). (24,7 | 24,8 24,7 |24,7) 
24,4 248/243] 8 1243/2048) 2] 246 |247)\ e¢ 
3S 24,8 | 24,7 | 24,1 |S |] 245/246 | cS] Sm |] 24,7 24,7) 2S 
38, 24,8 | 25,0 | 25,0 [3 |] 24,5 (248 | 2S) E |] 24,7 (249) SS 
BHA Jose 246 (246 12 Jloa7 jogs | BRL SAS o47 (244 28 
BSS 24,8 24,6 | 24,4 | |247 (244 Gsles |] 248 (247) © 
SP i 24,7 | 24,7 | 24,31 SA |] 24,6 (243 se [SA i] 245 | 24,7) 5S 
hi 24,5 | 24,6 |24,8 |g™ 11244 | 247 Noise |} 24,7 [248 | TZ 
24,7 (24,8 24,7 |,8 1248/1247; & 24,7 245 | £3 
24,6 | 24,8 | 24,7 24,5 | 24,7 | 24,6 | 24,7 | 
Durchschnitt : | 24,66) 24,76, 24,56 24,57| 24,56) — 24,67 | 24,65] — 





remnant 
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Tabelle XII. 
Trog und TauchgefaéB die gleiche Lésung. 



































Verdiinnung:| I | If | Il I nm | W 
Filter: | Bell | hell- |dunkel- hell- | hell- |dunkel- 

“| blau | blau | blau grin | griin | griin 

a | ] itt, Apter 

ss 244 | 24,5 | 24,6 24,8 | 243 | 24,9 

3 24,8 | 25,0 | 246 | .. 24,9 | 248 | 243 
soe 248 | 25,0 | 249 | ge || 245 | 244 | 24,6 
Ss $3 246 | 242 | 244 18 |] 249 | 244 | 24,6 
s\a 249 | 245 | 244 | EA J] 250 | 248 | 249 
sm ° 246 245 | 244 | RA 24,7 | 25,1 | 24,9 
SA 24,0 | 242 | 248 [SA || 24,5 | 24,7 | 24,9 
me 24,7 | 248 | 244 [Se |] 24,9 | 247 | 24,9 

g 24,9 | 246 | 24,7 24,9 | 249 | 24,7 

25,0 | 248 | 249 24,0 | 24,5 | 24,9 
Durchschnitt: | 24,71 | 24,61 | 24,61 24,78 | 24,68 | 24,75 





Wie die Tabelle zeigt, ist der Durchschnitt aller Ablesungen 
der Nullpunkt des Instruments 24,7. Von ihm weichen die einzelnen 
Ablesungen nicht mehr als rund 0,1 mm ab, d.h. der Ablesungs- 
fehler betrigt rund 0,5°/,. Die Einstellung der verschiedenen 
Farben ist nicht gleichmaBig schwierig. Im allgemeinen wiichst 
die Eignung einer Lésung zur colorimetrischen Untersuchung im 
spektralen Sinne vom Rot zum Blau. Doch hingt viel von der 
Wahl des Filters ab. Manche Farbungen, wie z. B. die NeBler- 
Farbung, sind am vorteilhaftesten ohne Filter einzustellen. 

Bei einiger Ubung lassen sich aber mit dem Instrument 
bei jedweder Farbung sehr gute Resultate erzielen. Es ist 
daher fiir technische und klinische Arbeiten wiarmstens zu 
empfehlen. 


b) Spezielle Colorimetrie. 
a) Colorimetrie des Molybdins. 

Schon friiher (1898) versuchte Jolles*) die Ps. im Mo-Ps.-Komplex 
colorimetrisch zu bestimmen, indem er die Farbung der kolloiden Ps.- 
Mo-Verbindung selbst verwandte. Er fand, daB sie ein Farbmaximum 
bei 80° aufwies und colorimetrierte sie in einem extra zu diesem Zwecke 
angegebenen Apparat (Phosphometer). Nach Taylor und Millor®) liegt 


") Ad. Jolles, Chem. Zeitschr. 1889, 807; P,O, im Wasser, Arch. 
f. Hyg. 84, 1898; Prager med. Wochenschr. 1899, 307; Wiener med. 
Wochenschr. 1899. 

*) Taylor und Millor, Journ. of Biolog. Chem. 18, 215, 1914. 
Molybdancolorimetrie, 8S. 200 bis 224. 
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die Grenze der Erkennbarkeit der Fiarbung bei 1: 200000, die colori- 
metrisch verwendbare Grenze nach Feig]') bei 1: 80000 bis 1: 100000. 

Das Verfahren ist in der Literatur nicht wieder erwahnt worden 
und kann auch nicht als besonders empfehlenswert bezeichnet werden, 
da einmal der kolloide Zustand der Lésung auBerst stark abhingig von 
Temperatur und Ionenkonzentration und die Empfindlichkeit der Me- 
thode durch Farbreaktionen des Mo iibertroffen wird. Weit bedeutsamer 
als sie ist die Bestimmung des Mo im Ps.-Mo-Komplex, das nach der 
Neumannschen Formel zum P in dem Verhialtnis 10 bis 12 MoO, 
stehen soll. 

Die einzige Methode, die allerdings bisher zur colorimetrischen Be- 
stimmung des Mo vorgeschlagen ist, ist die Reduktion des MoO, zu 
niederen Oxydstufen (MoO,0,?) dem kolloiden ,Molybdanblau‘. 

Taylor und Miller?) traten 1914 mit einer Zusammensteliung 
von Kérpern hervor, die geeignet seien, Mo zu Molybdianblau zu redu- 
zieren. Als sehr geeignet erwiesen sich die Hydrazinsalze, deren Wirkung 
aber noch von dem Phenylhydrazin iiber‘roffen werden sollte, das Mac 
Callum in die Technik der mikroskopischen Chemie eingefiihrt hat. 

E. Riegler*) schlug 1915 vor, Ammoniummolybdat mit Hydrazin- 
sulfat in der Hitze zu reduzieren, und nachdem Taylor und Miller 
1914 in einer zweiten Arbeit Versuche mit Phenylhydrazinchlorid ver- 
offentlicht' hatten. 

Nach ihren Angaben soll der Ps.-Mo-Siurekomplex genau so her- 
gestellt werden wie beim Mikro-Neumann (Anwendung der Zentrifuge 
als Isolierungsform). Nach seiner Waschung wird er in 5 ccm ®/,-NaQH 
gelést, mit 2ccem 5°/,iger Phenylhydrazinlésung, die nicht iiber 1 Woche 
alt sein soll, versetzt und nach Ansiuern mit 10 cem ®/,.-H,SO, mit 
H,0 auf 25 ccm gebracht. Da reine Ammoniummolybdatlésungen nach 
Taylor und Miller viel weniger reduziert werden sollen als Ammo- 
niumphosphormolybdatlésungen, versetzten die Autoren zur Herstellung 
der Vergleichslésung eine Mo-Lésung, deren Gehalt mittels Analysen 
nach Raper ermittelt wurde, mit der entsprechenden Menge Ps. und 
behandeln entsprechende Verdiinnungen dieser Standardlésung dann wie 
die unbekannte Lésung nach Auflésen des Ps..Mo-Komplexes in NaOH. 

Die Resultate sind aber nach ihren eigenen Angaben nicht stets 
befriedigend. Die Farbung, die sich nach ca. */, Stunde zu einem Maxi- 
mum zu entwickeln pflegt, hat oft die Neigung, in einen rétlichen Ton 
umzuschlagen. Bisweilen nimmt die unbekannte Lésung nicht die Farbe 
wie der Vergleich an und muB8 verworfen werden. Stets waren ihre 
Resultate zu hoch (bis zu 12°/,), was sie den gleichen Ursachen zu- 
schreiben wie den zu hohen Werten des Mikro-Neumann. 


1) J. Feigl, diese Zeitschr. 92, 39, 1918. 

*) Taylor und Miller, Journ. of Biolog. Chem. 17, 531 bis 535, 1914. 

8) E. Riegler, Bull. Sec. scientifique, Acad. Romaine 2, 272, 1915; 
Chem. Centralbl. 1, 1280, 1915. 
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Ich begann nun damit, die Methode mit einer Mo-Lésung 
genau bekannten Gehalts (ich bediente mich des zur Priifung 
der Raperschen Analysen hergestellten Ammoniummolybdats) 
zu untersuchen. Hierbei fand ich, daB das Phenylhydrazin- 
chlorid als Reduktionsmittel nicht geeignet ist, da trotz der 
Anwendung eines gleichen Priiparats (es wurden abwechselnd 
Merck- und Kahlbaum-Priparate verwandt) die reduzierten 
Lésungen triibe werden. Diese Erscheinung ist vielleicht mit 
Verunreinigung des Priaparats zu erklaren. Die dann notwendige 
Reinigung macht aber die Methode sehr umstindlich. Weiter 
liefert Phenylhydrazinchlorid ein unreines Blau, das einen starken 
Stich ins Rétliche besaB und zum Colorimetrieren nicht hervor- 
ragend geeignet war. 

Eine viel schénere Farbe erzielte ich dagegen (tiefes Marine- 
blau) mit einer Lésung von Hydrazinsulfat. Besser noch wirkt, 
da es infolge seiner Léslichkeit konzentrierter angewendet werden 
kann, Hydrazinchlorid. Mit diesem untersuchte ich die Re- 
duktion der Mo-Lésung. Es wurde der EinfluB der P,O;-Menge 
auf die Reduktion, sowie der EinfluB des Reagensiiberschusses, 
der Aciditét und der Zeit gepriift. Nach den erhaltenen Er- 
gebnissen priifte ich eine geeignete Ps.-Mo-Zusammensetzung 
auf die Proportionalitét zwischen der Farbung und der Kon- 
zentration. Hierbei kam ich zu durchaus negativen, gegen die 
Methode sprechenden Resultaten. Daher versuchte ich weiter 
die Entwicklung neuer Methoden. 

Zuerst wurde die Firbung, die bei Reduktion von Mo- 
Salzen in Gegenwart von Rhodankalium entsteht, und die ich 
Molybdanrot nennen will, auf ihre Verwertbarkeit fiir colori- 
metrische Zwecke untersucht. Es wurden die verschiedenartigsten 
Konzentrationen aller Faktoren sowie zahlreiche Reduktions- 
mittel angewandt. Es zeigte sich schlieBlich, daB eine Funktion 
zwischen Farbe und Konzentration besteht, die aber nicht durch 
eine einfache Proportionalitét ausgedriickt werden kann und daher 
zu colorimetrischen Zwecken ohne weiteres nicht geeignet ist. 

Dann wurden die Farbungen studiert, die die Mo-Lésungen 
mit Tannin sowie bestimmten Phenolen liefern. Auch diese 
gaben héchst unbefriedigende Resultate. 

SchlieBlich wurde in der Firbung des Mo mit Ferrocyan- 
kaliumlésung eine ausgezeichnet zum colorimetrischen Arbeiten 
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brauchbare Methodik gefunden. Die Einfliisse der verschiedenen 
Faktoren, ReagensiiberschuB, Zeit, Ionenkonzentration, ‘sowie die 
Grenzen der Methoden wurden gepriift und festgelegt und die 
Meth®de dann auf den Ps.-Mo-Komplex iibertragen. 

Die Resultate, die dann erhalten wurden, waren duBerst 
zufriedenstellend. 


«,) Versuche mit reiner Molybdatlésung. 
«,) Untersuchung der Mo-Blaufiirbung. 

Bevor ich an die exakte Priifung der Taylor und Miller- 
schen Angaben heranging, stellte ich folgende Vorversuche an. 
Ich reduzierte Mo-Lésungen gleichen Gehalts mit Phenylhydrazin, 
Hydrazinchlorid und Hydrazinsulfat, mit und ohne Ps.-Zusatz. 
Die Reduktionen mit Hydrazinchlorid stellte ich in salzsaurer 
und schwefelsaurer Lésung an und verglich diese dann colori- 
metrisch, 


Tabelle XIII. 


Versuche iiber die Reduktion von Molybdatlésung 
mit verschiedenen Reagenzien. 





Nr. Angewandte Lésungen Farbe Bemerkungen 


1 | 5 ccm Kaliummolybdatlésg. (1 com = 1 mg rétlichgelb 

MoO,, 20 ccm */,-KOH im Liter) ++ 10 ccm 

Do H,SO, + 2 cem 5°/,ige Phenylhydrazin- 
losg. +- H,O auf 25 cem 





2 | Ebenso + 1 com KH,PO,-Lésg. (1 com = 1 mg | rotliches Blau Leicht getriibt. 


P,O;) + H,O auf 25 ccm (lila) 
3 5 ccm Kaliummolybdatlésg. (wie oben) farblos mit 


--+- 10 cem */,,-H,SO, +- 2 cem reiner konz. | leicht griin- 
Hydrazinsulfatlosg. +- H,O auf 25 ccm lichem Ton 


4 | Ebenso + 1 com KH,PO,-Lésg. (wie oben) tiefes Sehr langsam wachsend 
+ H,O auf 25 cem Marineblau (ca. 3/, Std.). 
5 5 ccm Kaliummolybdatlésg. (wie oben) farblos mit 
+ 10 cem ®/,>-H,SO, +- 2 ccm konz. Hydrazin- | leicht bliulich. 

chloridlésg. Schimmer 

6 Ebenso -++ 1 com KH,PO,-Lésg. -++- H,O tiefes Schnell wachsend 
auf 25 ccm Marineblau (5 bis 10 Min.). 

7 | Ebenso bis auf Ersatz der 10 ccm ®/,)-H,SO, tiefes Ebenso schnell wachsend, 

durch 10 ccm ®/,)-HCl Marineblau | gegen 6 colorimetriert, 


6 Trog 7, — 24,7, 
6 und 7 Farbe gleich. 
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Wie diese Versuche zeigen, reduzieren Phenylhydrazin, 
Hydrazinsulfat und Hydrazinchlorid Mo-Verbindungen in saurer 
Lésung in der Kalte nicht oder nur in ganz geringem MaBe. 
Die Ps.-Mo-Verbindung wird von allen drei Reagenzien rediziert, 
Wahrend die Farbe der durch Phenylhydrazin reduzierten Lé- 
sung rotlichblau war und die Lésung triibe wurde, ergaben 
Hydrazinchlorid und Hydrazinsulfat tief marineblaue Farben. 
Hydrazinsulfat reduzierte, da weniger léslich und daher nicht 
so konzentriert angewandt, viel langsamer und nicht so stark 
wie Hydrazinchlorid. Dieses letztere lieferte in salzsaurer Lésung 
wie in schwefelsauer Loésung gleich tiefe Farben. Bei den folgen- 
den Versuchen sind alle Reduktionen mit Phenylhydrazinchlorid 
in salzsaurer Lésung ausgefiihrt. 


@,) Einflu8 des Hydraziniiberschusses. 


Zur Feststellung des Einflusses der Hydrazinchloridmenge 
wurden Lésungen von 10 ccm ®/,,-HCl + 5 cem MoL (1 ccm 
== 1 mg MoQ,) mit 1 bis 4 ccm konz. Hydrazinlésung versetzt 
und mit H,O auf 25 ccm aufgefiillt. Die Resultate wurden 
nach einer */, Stunde abgelesen und die Ablesung von */, Stunde 
zu */, Stunde wiederholt. 


Tabelle XIV. 


Einflu8 des Hydrazinchloridiiberschusses. 




















~ Trog: a | Db | He, c 5 d 
Hy — 1 cem | 2ecm | 3ccm | deem 
dsung: 
Filter dunkelgriin 

2 s 247 | 26,7 31,5 

$3 8a 4,7 | 265 31,2 

ag Bi 24,7 26,7 31,5 

gj aun 24.5 264 | 312 

wemem || 2dge HE 
—~" B 2 ’ , , 

7935's 24'8 26 86| 814 

gree 24,6 26,6 31/3 

ce ee 27 86| «| (965 31,6 

Mili. 24.8 26,3 31,5 








Durchechnitt : tens 24,64 26,35 | 81,49 
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Obenstehende Versuche, die nach einer */, Stunde Ent- 
wicklungszeit abgelesen, zeigen, daB die Lésung mit 1 ccm 
Hydrazinchlorid fast farblos, die mit 2 ccm am stirksten, die 
mit 3 und 4 ccm abfallend schwacher waren. Nach einer 
weiteren */, Stunde hatte sich das Verhiltnis dahin geindert, 
daB die Lésungen b und d im Verhiltnis zu b und c gegen- 
einander noch starker verblaBt waren, wahrend a gegen b 
langsam wuchs. Das Ergebnis ]48t sich dahin zusammenfassen, 
daB, je mehr Hydrazinchlorid eine Lésung enthalt, desto schneller 
die Farbenentwicklung, aber auch das Verblassen der Lésung 
erfolgt. 

Fiir die Praxis stellt sich ein Gehalt von 2 ccm konz. 
Hydrazinchlorid fiir 25 ccm Fliissigkeitsvolumen als vorteilhaft 
heraus. 

Wie mich zahlreiche Versuche lehrten, dauert es zirka 
17/, Stunde, bis das Farbmaximum erreicht ist. Dasselbe hilt 
dann ca. */, bis 1 Stunde an. Dann beginnt das allmahliche 
Verblassen der Farbung. Es wurde daher bei den folgenden 
Versuchen mit 2 ccm konz. Hydrazinchloridlésung in 1 Volumen 
von 25 ccm gearbeitet, die Farbtiefe nach 1'/, Stunden ab- 
gelesen und die Farbe nach einer weiteren */, Stunde auf Kon- 
stanz gepriift. 


B,) Anderung der Mo-Menge bei konstantem 
P-Gehalt. 


Es wurden nun die Farbungen verschiedener Mengen 
Mo-Lésung bei Gegenwart einer konstanten P-Menge stu- 
diert. 

Hierzu wurden 2,5, 5,0 und 7,5 cem Mo-Lésung (1 com = 1 mg 
MoO,) mit 1 mg P,O, (1cem meiner entsprechend verdiinnten Standard- 
HK,PO,-Lésung), 10 ccm */,>-HCl und mit 2 cem konz. Hydrazinlésung 
versetzt und mit H,O auf 25 ccm aufgefiillt. Die Ablesung geschah 
nach einer */, Stunde und wurde nach einer weiteren */, Stunde auf 
Konstanz gepriift. 

Da im P-Mo-Komplex 1 P 12 MoO, entspricht, so kommen in ihm 
auf 1 Gewichtsteil P,O, 24,32 Gewichtsteile MoO, (1 Gewichtsteil P 
= 55,67 Gewichtsteile MoO,). 

Das in den Lésungen vorhandene 1 mg P,O, reicht daher im Sinn 
des Ps.-Mo-Komplexes auch fiir den Mo-Gehalt der starksten MoO,-Lésung 
(7,5 cem) aus. 
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Tabelle XV. 
Anderung der Mo-Menge bei konstantem P-Gehalt. 
































Anzahl d. cem Mo- 
Lésung: 5 | 5 7,5 Bemerkung 
Lésung: b b c 

10,5 | 24,6 16,1 
10,5 24,5 16,0 
106 | 24,7 | 16,3 
10.7 | 246 | 160 

Ablesungen .. . 10,5 24,8 | 16,2 : 
105 | 248 16,2 Filter dunkelgriin. 
10.5 | 244 16,0 2,5 Mo-Lésg. = a. 
10,6 24,8 16,1 5,0 . sb. 
10,7 24,7 16,1 7,5 » == 6. 
10,5 24,7 16,0 

Durchschnitt . . . 10,56 24,65 | 16,1 

Verglichen mit (Trog) | a = 24,7 | b= 24,7 | c= 24,7 

Theoret. Wert. . . 12,35 24,7 16,5 

Abweichung in °/, . 1,79 0 | 0,4 








Wie die Versuche lehren, gelang es nicht, vollkommene 
Proportionalitaét bei Lésungen verschiedener Mo-Konzentration 
bei Gegenwart eines Konstanten-P,O,-Uberschusses zu erzielen. 

Die Abweichungen der Lésung c:b vom theoretischen 
proportionalen Werte betragen allerdings nur 0,4°/,, fallen also 
in die Fehlergrenze der Methode, die Abweichungen von a:b er- 
reichen aber 1,8°/,. DaB diese Abweichung nicht ein zufalliges 
Ergebnis, sondern, wenn auch in der GréBe schwankend, stets 
zu finden, konnte ich mich durch zahlreiche Wiederholung der 
Versuche iiberzeugen. 


yg) Prifungen von Lésungen gleicher Mo-Konzentration 
bei Anderung des P,0,-Gehaltes. 


Um zu entscheiden, ob der Mangel an Proportionalitat auf 
die Reaktion als solche zuriickzufiihren, oder ob nur eine Ande- 
rung der P,O;-Menge notwendig ist, wurde der EinfluB einer 
Anderung des P,O,-Gehalts bei konstantem Mo-Gehalt_unter- 
sucht. 

5 cem Mo-Lésung (1 com = 1 mg MoO,) wurden mit 10 cem */,,-HCl 
und 0,5 bis 8,0 com KH,PO,-Lésung und 2 ccm Hydrazinchloridlésung 
versetzt und mit H,O auf 25 ccm gebracht. Die Lésungen seien a, bis a, 
genannt. AuBerdem wurde noch eine Lésung mit 5 ccm KH,PO,-Lésung 
(1 com = 1 m P,O,) hergestellt. 
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Tabelle XVI. 
Priifung von Lésungen gleicher Mo-Konzentration bei Anderung des 
P,O0,-Gehalts. 
&, : 2M: 8,28, :a, = 0,05: 0,1: 0,2:0,4:0,8:5 mg P,O,. 














Zugesetzte mg P,O, | 0,.lmg | 0.2 mg | 04mg | 0,8 mg 5 mg 
| ay as ay as, ag 
22,2 18,1 17,5 17,2 17,3 
22,3 18,2 17,4 17,4 17,4 
22,3 17,9 17,6 17,5 17,5 
22,1 17,9 17,5 17,2 17,2 
Ablesungen 22,2 18,0 17,5 17,2 173 
22,3 18,0 17,5 17,4 17,0 
22,2 18,0 17,7 17,0 17,4 
22,1 18,0 17,3 17,1 17,1 
22,1 18,1 17,5 17,4 17,1 
22,2 18,2 17,5 17,0 17,4 
Durchschnitt . . . 22:2 {| 48,07 17,54 17,22 17,25 
Verglichen mit . . | a, == 24,7 | a, = 24,7 | a, = 24,7 | a, = 24,7 | a, = 24,7 
Abweichung in °/, . 18,2 18,0 17,5 17,2 17,2 





Wie die Tabelle zeigt, werden die Farbungen bei Zusatz 
von 0,1 bis 0,4 mg P,O, stirker. Sodann bleiben sie bei Ver- 
groBerungen der P,O,-Menge konstant. Es wurde nun ver- 
sucht, die Grenze, von der an ein Zusatz der P,O,-Menge 
keine Farbainderungen mehr hervorruft, naher zu bestimmen. 

Hierzu wurden zu: 5 cem MoL (1 com = 1 mg Mo(,), 0,2 bis 5,0 mg 
P,O, in engeren Abstiinden gegeben, und die Losung mit 10 cem ®/,.-HCI, 
2 cem Hydrazinchloridlésung und H,0 bis auf 25 ccm versetzt. Léosungen 
@, 2 Ay: A: &, : a, == 0,2: 0,25:0,3:0,6:5,0 mg. 

Tabelle XVII. 
Priifung von Lésungen gleicher Mo-Konzentration bei Anderung des 
P,O,-Gehalts. 
&, 1 @g? By 2 &,: a, = 0,2: 0,25:0,8:0,6:5 mg. 














Anzahl der mg P,O,... . | 025 | O68 0,6 “5,0 

| Ay a, a, | a; 

244 | 229 | 224 21,5 

24,5 22.9 22,4 21,7 

244 | 23,0 22,3 21,8 

2438 | 28,1 22,1 21,8 

244 | 230 | 220 21,6 

MORI: nc hes 242 | 9280 291 21'9 

245 | 229 22,2 21,7 

244 | 230 | 220 21,8 

43 | 2381 219 | 21,9 

24,4 | 23,2 22.0 21,6 

Durchschnitt ....... 2438 | 229 | 22,1 21,7 
Verglichen mit ..... . |a,=24,7|a,=24,7 | a, = 24,7 | a, = 24,7 

Abweichung in®), ..... 12 | 7,2 104 | 120 
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Wie die zweite Versuchsreihe zeigt, gibt ein Zusatz von 
0,6 mg P,O, noch nicht die Grenze, da die Farbung mit 5 mg 
P,O, Zusatz noch starker ist. 

Ich mu8S daher nach diesen Versuchen die Zusatz- 
menge von 0,8 mg P,O, als untere Grenze zur Erzielung 
des Farbmaximums bei den angewandten Konzentrationen be- 
zeichnen. 

Da nun im Sinne der Ps.-Mo-Verbindung 5 mg MoO,, 
0,2 mg P,O, entsprechen, 0,8 mg P,O,; aber zur Erzielung des 
Farbmaximums notwendig waren, so folgert hieraus die Not- 
wendigkeit eines P,O,-Zusatzes, der 4mal so groB ist wie der 
zur Herstellung der Ps.-Mo-Verbindung geniigende, um das 
Farbmaximum zu erreichen. 

Da8 aber fiir das Farbmaximum keine Proportionalitat 
zwischen den Farbtiefen und dem Mo-Gehalt der Lésungen 
besteht, geht aus den Versuchen der Mo-Colorimetrie bei kon- 
stantem P,O,-Uberschu8 hervor, wo bei den Lésungen a und b 
die zur Erzielung des Farbmaximums notwendige P,O,-Menge 
von 0,4 und 0,8 mg P,O, durch Hinzugabe von 1 mg P,O, 
vorhanden war. J'rotzdem bestand keine Proportionalitat zwischen 
Farbe und Mo-Konzentration. 


Tabelle XVIII. 


Priifung von Lésungen verschiedener Konzentration bei proportionaler 
Anderung des Phosphorsiiure-Molybdin-Gehalts. 


&, My 8,2 8,28, 28, 10:8:6:4:2:1. 



































| a | a he xs SE a, | a, 
Lésung in ccm. . | 10 | 8 6 4 2 
19,7 eee a ee 2 
19,7 180 | 13,3 7,3 i 
19,6 180 | 13,5 7,5 2b 
19,7 18,1 13,5 7,6 S = 
itis eae 18,3 13,6 7,4 73 
ce 198 | 182 13,4 "= 1 eo 
19,5 18,0 13,5 7,5 .-* 
19,7 17,8 13,6 7,6 oS 
19,8 17,9 13,5 7,4 Ee 
19,7 18,0 13,5 7,5 ne 
Durchschnitt . . . 19,68 17,94 13,46 7,45 -- 
Verglichen mit . . | a,==24,7 | a, = 24,7 | a, = 24,7 | a, = 24,7 | a, = 24,7 
Theor. Ablesung . 19,8 17,9 16,4 12,4 _ 
Abweichung in °®/, . 0,41 3,02 18,1 39,5 wi 
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6,) Prifungen von Lésungen verschiedener Konzen- 
tration bei proportionaler Anderung des Phosphor- 
siure-Molybdansaure-Gehaltes. 


Da Proportionalitat zwischen Konzentration und Farbe 
bei Messungen im Farbenmaximum nicht zu erzielen, wurde 
versucht, Lésungen verschiedener Konzentration zu colorime- 
trieren, deren Ps.- und Mo-Gehalt stets im Verhaltnis der Ps.- 
Mo-Verbindung blieb. 

Da in dieser auf ein Gewicht MoO,, 0,041 Gewichte P,O, kommen, 
stellte ich mir eine Lésung aus 100 cem MoO,-Lésung (1 cem=1 mg 
MoO,) und 4,1 cem KH,PO,-Lésung (1 com = 1,0 mg P,O,) her. Von 
dieser Lésung wurden 1 bis 10 ccm zu je 10 ccm "/,)-HCl gegeben und 
2 cem Hydrazinchlorid und H,O bis 25 ccm hinzugefiigt. 

Wie die nebenstehende Tabelle zeigt, war es nicht még- 
lich, Proportionalitét zwischen Farbe und Konzentration zu 
erzielen. 

Da meine Molybdanlésungen 200 com ®/,)-NaOH im Liter hatte, so 
war es méglich, da8 die Abweichungen von der Proportionalitat auf die 
Verschiedenheit der Siurekonzentration zuriickzufiihren waren. Es wurden 
deshalb zu 10, 8, 6, 4, 2 com Lésungen (Ps.-Mo-Lésung) 0,1, 0,4, 0,8, 1,2, 
b.6 com ®/,.-NaOH, 10 com ®/,.-HCl und 2 cem Hydrazinchlorid und H,O 
bis 25 ccm hinzugefiigt. 


Tabelle XIX. 


Priifung von Lésungen verschiedener Konzentration bei proportionaler 
Anderung des Phosphorsiure-Molybdiin-Gehalts. 


@, 2M 1850, 2a, = 10:8:6:4: 2. 























| ay Ag as a, a, 

Lésung in ccm. . | 10 | 8 6 4 2 
20,0 | 18,0 14,0 8,0 Z 

20,1 | 18,0 13,8 7,5 

19,8...{ 161 13,8 7, a 

19,9 17,9 13,6 8,0 2 

Niitieiianan 19,8 18,2 13,9 7,9 a 
a 198 | 180 14,0 7,7 a 
19,9 | 18,0 14,0 | 7,8 2 

20.0 | 18,2 138 | 78 2 

19,8 18,1 136 | 7,8 3 

i99 | 180 38 | 76 “ 

Durchschnitt . . . 19,96 | 17,95 13,83 7,77 — 
Verglichen mit . . | a, = 24,7 | a, == 24,7 |a,—24,7|a,=24,7| — 
Theor. Ablesung . 19,76 18,52 | 1646 | 12,35 _ 
Abweichung in °/, . 071 | 254 59 | 363 | — 
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Auch bei vdéllig gleicher Aciditét war keine Proportionalitét er- 
zielbar. 

Da bei den ersten Versuchen der Mo-Colorimetrie mit grofem 
Uberschu8 P,O, die Konstanz der Aciditaét nicht beriicksichtigt war, 
wurden die Versuche bei gleicher Aciditét mit einer Liésung hergestellt, 
die ich mir aus 50 com MoO,-Lésung (1 com = 1 mg MoO,) und 50 com 
KH,PO,-Lésung (1 com = 1 mg P,0,) herstellte. Es wurden zu je 10 ccm 
*!,0°- HCl 2 com Hydrazinchlorhydratlésung, 1 bis 2 com Molybdanphos- 
phatlésung, 0,8 bis 1 ccm */,.-NaOH und H,0 bis 25 ccm hinzugetan. 


Tabelle XX. 


Priifung von Lésungen verschiedener Konzentration bei proportionaler 
Anderung des Phosphorsiure-Molybdan-Gehalts. 


&, 3 Mi &, 38,28, = 10:8:6:4:2. 























| ee es ae a, 
Losung inem .. | 10 | 8 6 | 4 2 
194 | 17,6 13,4 | 7,5 
je ee ee yy 13,5 7,9 
196° i I%A4 13,5 7,6 d 
19,5 17,5 13,3 7,6 a 
Ablesungen . . .{ 19,5 17,6 13,8 7,6 3 
19,7 17,6 13,5 7,4 ats 
19,8 17,8 , 138 i = 
19,4 17,9 13,6 7,8 in 
19,6 ee ae Memes «3 7,5 
19,5 7.) 6 | 38 
Durchschnitt .. . | 19,44 | 17,64 | 18,57 | 7,63 am 
Verglichen mit . . | a,== 24,7 | a, = 24,7 | a, = 24,7 | =a 24,7 _ 
Theor. Ablesung . 19,76 18,52 16,44 | 12,35 
Abweichung in”), . 0,17 Gre ETS 4 808 — 





Die Tabelle zeigt, daB bei gleicher Aciditaét, auch bei sehr 
groBem P,O,-Uberschu8 (1 Gewicht MoO, = 1 Gewicht P,O,) 
Proportionalitat nicht zu erhalten ist. 


é,) EinfluB8 der Aciditat auf die Farbtiefe. 


Um den Einflu8 der Saurekonzentration auf die Propor- 
tionalitét der Fallung zu priifen, wurden Versuche ohne jeden 
Saurezusatz und Versuche mit Zusitzen von 10 ccm ®/,, zu 
jeder Lésung angestellt. 

I. Zu 10 bis 2 cem Mo-Ps,-Lésung (Mo und Ps. im Verhiltnis der 
Ps.-Mo-Verbindung wie bei Versuch Tab. XI) werden 0,0 bis 1,6 ccm */,,- 
NaOH, 2 ccm Hydrazinchlorhydratlésung und H,O bis 25 cem_ hinzu- 
gefiigt. 
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Tabelle XXI. 
EinfluB der Aciditat auf die Farbtiefe. 


@, $ Mg My: &,: & = 10:8:6:4:2. 

















a PAE | a, | ay as | a, | a, 
Lésung in cem . | 10 8 6 + 2 
19,5 17,8 12,8 8,4 
19,6 17,8 12,7 8,2 
19,8 17,9 13,0 83 a 
19,8 18,0 12,8 8,3 a 
Ablesungen .. . ve ae rp = a 
19,5 17,8 12,6 8,4 = 
19,8 18,0 12,6 8,3 = 
19,7 17,9 13,0 8,9 
19,8 18,0 12,7 8,4 
Durchschnitt . . . 19,69 17,94 12,71 8,36 _ 
Verglichen mit . . | a, 24,7 | a, 24,7 | a,—24,7 a,— 24,7 ~ 
Theor. Ablesung . 19,7 18,52 13,84 12,35 _— 
Abweichung in °/, . 0,35 3,14 23,7 30,24 — 


Die gleichen Versuche, die mit Zusatz von 10 ccm "/,)-HCl angestellt 
wurden, gaben keine Farbung. 

Hieraus ist zu ersehen, daB auch bei Variation der Siuremenge 
innerhalb der méglichen Grenzen (keine Séure und so starke, daB keine 
Farbe erzielbar) keinerlei Proportionalitét zwischen Fairbung und Kon- 
zentration erzielbar. Die untere Grenze fiir die Colorimetrie liegt bei 
2 mg in 25 cem Lésung. 

Hieraus folgt, daB die Reduktion der Mo-Verbin- 
dung zu Molybdanblau in Form der angewandten Me- 
thodik keine proportionalen Farbtiefen zur Konzen- 
tration liefert, und daher zur Bestimmung des Mo 


und mithin des P durchaus ungeeignet ist. 


6,) Untersuchungen iiber die Colorimetrierbarkeit der 
Mo-Rot-Firbungen. 

Bekanntlich geben Mo-Verbindungen, wenn sie in saurer 
Lésung bei Gegenwart von Rhodankalium reduziert werden, 
eine rote Farbung (Molybdanrhodanid). Diese Fiarbung will 
ich der Abkiirzung halber hier ,Mo-Rot“ benennen. 

Ich versuchte nun die Farbreaktion, die bisher nur quali- 
tativ verwertet wurde, zu einer Grundlage der Colorimetrie zu 
machen. 

Zu diesem Zwecke reduzierte ich Mo-Lésungen mit ver- 
schiedenen Reduktionsmitteln unter variierenden Bedingungen 


r 
5* 
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Als Mo-Loésung bediente ich mich einer durch Verdiinnen meiner 
Standard-Mo-Lésung hergestellten Lésung, die 0,1 mg MoO, im Kubik 
zentimeter enthielt. Von dieser Lésung verwandte ich Mengen von 5 
bis 30 cem. Als Séure wiahlte ich "/,-HCl, von der ich verschieden 
groBe Volumina in 50 cem Gesamt-Volumen anwandte. Als Reduktions- 
mittel versuchte ich Phenylhydrazin, Hydrazinsulfat, Zink, Stannochlorid. 
Rhodankalium setzte ich in groBen Mengen, bis zu 10 ccm konzentrierte 
Rhodankaliumlésung hinzu (Gesamt-Volumen 50 ccm), da sich bei allen 
Reaktionen die Notwendigkeit eines sehr starken Rhodankaliumiiber- 
schusses zur Erzielung eines Farbmaximums herausgestellt hatte. Die 
Reduktionen wurden in der Hitze (im kochenden Wasserbad) und in 
der Kilte vorgenommen. Das Ergebnis aller Versuche war folgendes: 

Phenylhydrazin als Reduktionsmittel ist nicht brauchbar, da es 
Triibungen liefert. Hydrazinsulfat reduziert langsamer als Hydrazin- 
chlorid, da letzteres konzentrierter angewandt werden kann. 

In der Hitze tritt die Farbentwicklung sofort ein, in der Kalte 
dauert sie etwa 20 bis 30 Minuten bis zur Entwicklung des Farbmaximums. 

Stannochlorid reduziert sofort. Die Farbe ist ein schénes Rot, 
das mitunter ins Gelb-Briunliche schlagen kann. Sie bleibt ca. 30 Mi- 
nuten konstant, um dann allmahlich zu verblassen. Alle Versuche 
stimmten darin iiberein, daB Lésungen gleicher Konzentration stets 
gleiche, Lésungen verschiedener Konzeniration aber nie proportionale 
Werte liefern. Anderungen der Sauremenge von 1 ccm "/,-HCl bis zu 
1 com 25°/,iger HCl hatten darin keinen Einflu8. Ebensowenig Ande- 
rungen der KCNS-Menge, des Reduktionsmittels und der Arbeitsweise. 

Die Resultate fielen aber nicht wahllos auseinander, sondern es 
zeigte sich, daB auch bei starker Variierung des Siuregehaltes oder bei 
Anwendung verschiedener Reduktionsmittel, die gleiche Funktion zwischen 
Farbtiefe und Konzentration (wenn diese auch nicht durch eine einfache 
Proportionalitét auszudriicken war) bestand. Als Beispiel fiir diese 
Funktion seien 2 Versuchsreihen mit verschiedenen Mengen Stannochlorid 
angefiihrt. 

Zu je 5 ccm */,-HCl wurden 5 ccm konzentrierte KSCN-Lésung 
in 5, 10, 15, 25, 30 cem Mo-Lésung (1 ccm = 0,1 g MoO,) zugesetzt. 
Hinzu wurden 2 ccm Stannochloridlésung (Merck, pro anal.) 1:1 gefiigt 
und mit H,O auf 50 ccm aufgefiillt. 

Wie diese Versuche, die mit verschiedenen Mengen Stanno- 
chlorid angestellt wurden, lehren, sind die Abweichungen der 
Farbtiefen vom theoretischen Werte bei Lésungen verschiedener 
Konzentration die gleichen, wenn nur das relative Konzen- 
trationsverhaltnis das gleiche ist. 

Die Verschiedenheit der prozentualen Abweichungen unter 
sich entfernen sich von ihrem Durchschnittswert im allgemeinen 
nur um 0,5 °/, in einem Falle als Maximum um 1,2°/,. Das sind Ab- 


weichungen, die innerhalb der Fehlergrenze der Methode liegen. 
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Da nun die gleichen prozentualen Abweichungen gefunden 
wurden, wenn mit anderen Reduktionsmitteln als mit Stanno- 


Tabelle XXII. 
Untersuchungen iiber die Colorimetrierbarkeit der Mo-Rotfarbungen. 


&, : @y: 828,58, 95:10:15: 20: 30. 




















| a, As a, a, a 
Lésung in ccm. . | 10 15 20 30 30 
15,0 18,0 20,6 15,0 18,2 
14,8 18,0 20,7 14,8 18,4 
15,1 18,1 20,8 15,1 18,0 
14,7 18,1 20,6 15,2 18,3 
oe 15,0 182 0.9 15.2 18.4 
pepe ut, clipe 15,1 18,2 20,8 15,0 18,5 
15,0 18,0 0,7 15,0 17,9 
15,0 | 18,2 20,7 14,9 18,0 
M9 | 182 20,8 14,9 18,1 
ii.) ie 0,9 15,2 18,3 
Durchschnitt . . . 14,97 18,10 20,75 15,03 18,31 
Verglichen mit . . | a,==24,7 | a,==24,7 a, = 24,7 | a, 24,7 | ag = 24,7 
Verhialtnis .... 1:2 2:3 3:4 1:2 3:4 
Theor. Ablesung . 12,35 16,5 18,5 12,35 16,5 
Abweichung in °/, . 21,1 9,7 11,4 21,0 109 
a Pee ae 21,0 10,0 11,0 21,0 11,0 


Tabelle XXIII. 
Untersuchungen tiber die Colcrimetrierbarkeit der Mo-Rotfairbungen 


&, 3: Mg 2 By 2 &,:8, = 5:10: 15: 20: 30. 

















| a, a, a, a, a, as, 
Léosung in cem | 10 15 20 20 30 39 
14,6 18,0 14,8 20,8 15,0 18,3 
15,1 18,0 14,9 20,2 15,1 18,7 
15,5 18,1 15,0 20,3 15,2 18,4 
15,2 18,2 15,0 20,5 15,3 18,3 
Ablesungen . 15,0 17,9 | 15,1 20,4 15,4 18,5 
15,3 ie | 6B 20,6 15,1 18,] 
15,5 18,2 14,8 20,4 15,2 18,3 
15,0 18,0 14,7 20,7 15,2 18,4 
15,2 18,1 15,0 20,4 15,1 18,5 
15,3. | 18,1 15,0 20,6 15,2 18,5 
Durchschnitt 15,13 | 18,02 | 14,91 20,43 15,18 18,46 
Verhaltnis d. L. M2 fae bo 32 3:4 1:2 2:38 
Theor. Ablesung 12,35 | 165 | 12,35 18,5 12,35 16,5 
Verglichen mit . | a, = 24,7 | a, == 24,7 | a, = 24,7 | a, == 24,7 | a, = 24,7 | a, — 24,7 
Ablesung in °/, . 22,6 97 | 20,1 10,4 22,1 11,0 
Rund °/, 23,0 10,0 20,0 10,0 22.0 11,0 














70 H. Kleinmann: 


Die Abweichungen betragen also: 








Bei einem Verhaltnis der _Lisung: . 1:2 | 2:3 | 8:4 
| 21 0 | 10,0 | 11,0 
Prozente: 21 0 11,0 | 10,0 
| 23.0 100; - 
220 > 11,0}; — 
Durchschnitt °/, | 21,8 10,5 | 10,0 





chlorid gearbeitet und wenn der Siuregehalt der Lésung variiert 
wurde, so mochte ich es als gesichert betrachten, daB die Mo- 
Rotfarbung zu ihrer Mo-Konzentration durch eine Funktion 
ausdriickbar ist 


Ich habe dieselbe graphisch in folgender Kurve dargestellt, indem 
ich fiir die auch bei meinen Versuchen angewandten Konzéntrations- 
verhaltnisse von Lésungen 5:10:15:20:30 von einem beliebig ange- 
nommenen Nullpunkt der Colorimeterskala aus (60) mit Lésung 5 als 
Ausgangslésung, die theoretischen, der Konzentration umgekehrt pro- 
portionalen Werte berechnete. 

Die durch sie gelegte Kurve ist die theoretische. Zur Konstruktion 
der empirischen Kurve wurde entsprechend den Konzentrationsverhalt- 
nissen der Lésungen die prozentuale Abweichung derart in Anrechnung 
gebracht, daB nach Festlegung der colorimetrischen Ablesung fiir das 
Verhilinis 1:2, durch Addition der prozentualen Abweichung ent- 
sprechenden Colorimeterskalenteile zu den theoretisch mit dieser als 
FuBpunkt die theoretische Ablesung fiir das Verhaltnis 2:3 ermittelt, 
und zu dieser wieder die dem Verhialtnis entsprechende prozentuale 
Abweichung hinzugefiigt wurde. 
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Fig. 1. Kurve fiir die Mo-Rot-Colorimetrie. 
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” 
Auf Grund einer solchen colorimetrischen Kurve ist es 


natiirlich jederzeit moéglich, colorimetrische Messungen auszu- 
fiihren, doch ist es ratsam, sich nur im Notfalle, wenn keine 
anderen Methoden vorliegen, sich einer Reaktion zur Colori- 
metrie zu bedienen, die nicht dem Gesetze der Proportionalitat 
zwischen Farbtiefe und Konzentration folgt. 

Denn arbeitet man auf Grund von empirischen Kurven, 
so gelangen nicht nur die Beobachtungsfehler der Messung, 
sondern auch die bei Herstellung der Kurve unterlaufenen in 
das Analysenergebnis und kénnen sich addieren, und weiterhin 
kénnen auch Abweichungen in den Arbeitsbedingungen bei 
Herstellung der Kurve und der Messung zu Fehlern fiihren. 

Die Grenze der Colorimetrierbarkeit der Mo-Rotfairbung 
liegt bei ca. 0,5 mg MoO, in 50 ccm. Die Farbung ist also 
empfindlicher als die Reduktion des Mo zu Molybdanblau. Das 
Urteil iiber die Brauchbarkeit des ,.Mo-Rot“ zu colorimetrischen 
Zwecken méchte ich dahin zusammenfassen, daB dasselbe auf 
Grund vorliegender Arbeitsweise (Anwendung von Stannochlorid 
als Reduktionsmittel) sehr wohl an Hand der empirischen Kurve 
verwendet werden kann. Doch muB es selbstverstandlich hinter 
Farbungen zuriicktreten, die bei gleicher oder groBerer Emp- 
findlichkeit proportional der Mo-Konzentration starker werden. 
Als eine solche Firbung hat, wie weiter unten besprochen 
wird, sich die Mo-Ferrocyankaliumfarbung herausgestellt. 


yo) Priifung der Firbungen des Mo mit Tannin und 
mehrwertigen Phenolen. 


Nach Schmidt’) liefert verdiinnte Ammoniummolybdatlésung mit 
Tanninlésung eine sehr empfindliche rotgelbe Farbenreaktion. Um diese 
auf ihre colorimetrische Verwendbarkeit zu priifen, stellte ich mir eine 
1°/,ige Tanninlésung her, die schwach braungelb gefirbt war. Anfangs 
wandte ich eine Ammoniummolybdatlésung an, die ich mir durch Lésen 
von 1 g meines reinen MoO, (s. Methode Raper) in ca, 50 ccm 10°/,igem 
Ammoniak und Auffiillen zu einem Liter hergestellt hatte. 

Es zeigt sich aber, da8 Tannin mit NH, an und fiir sich eine schéne 
rotgelbe Fiarbung liefert. Mit NaOH und KOH dagegen gibt Tannin 
nur eine griingelbe Farbung, die bei Molybdatzusatz in ein kraftiges 
Rotgelb umschlagt. Ich verwandte daher zu den weiteren Untersuchungen 
meine Standard-MoO,-Lésung, die ich durch Auflésen von 1 g MoO, in 
20 cem */,-NaOH und Auffiillen zu einem Liter hergestellt hatte. 





1) Lehrb. d. pharmaz. Chem. 1, 963, 5. Aufl., 1902. 








Por yertee 


caue ass test eae 


Eg 
ante 


cep sie: 











H. Kleinmann: 


~I 
bo 


10 ccm 1°/,iger Tanninlésung und 10 ccm meiner Natriummolybdat- 
l6sung (1 com = 1 mg MoO,) mit H,O auf 50 cem gebracht, gaben eine 
schéne gelbrote Fiirbung. Doch verhielt sich dieselbe bei Anderung der 
Mo-Menge vollkommen unproportional. Anderungen der Mo-Konzen- 
tration, der Tanninkonzentration sowie Variation der Alkalimenge (der 
NaOH-Gehalt meiner Mo-Lésung wurde durch entsprechenden NaOH- 
Zusatz zu der Vergleichslésung stets ausgeglichen) hatten keinen EinfluB. 

Die Farbtiefe zeigt keinerlei darstellbare Abhaéngigkeit zur Mo-Kon- 
zentration. Vermehrung der Mo-Menge um das Doppelte hatte oft nur 
einen ganz geringen EinfluB auf die Farbstirke. Starke Vermehrung des 
Tanningehaltes war wegen der Eigenfarbe des Reagenses nicht médglich. 

Weiter begannen die Tannin-Mo-Farbungen an der Oberfliche der 
Fliissigkeit nachzudunkeln. 

DaB es sich um Oxydationsvorginge handelte, konnte ich durch 
Zusatz von H,O, nachweisen, wodurch die Lésung dunkelbraun gefirbt 
wurde. Aber auch bei Arbeiten mit H,O,-Zusatz war keine funktionelle 
Beziehung zwischen der Farbe und der Mo-Konzentration festzustellen. 

Ich versuchte nun, andere mehrwertige Phenole anzuwenden. Galius- 
siure, Brenzkatechin, Pyrogallol gaben mit Mo-Lésungen Firbung. Re- 
sorzin, Guajakol, Hydrochinon, Phloroglucin dagegen lieferten keine 
Farbung. Es scheint also die Anwesenheit zweier freier, in Orthostellung 
befindlicher Hydroxylgruppen zur Farbreaktion notwendig zu sein. 

Die Farbungen mit den Phenolen waren die gleichen wie mit 
Tannin. Auch sie zeigten keinerlei funktionelle Beziehung zur Mo-Kon- 
zentration. 

Das Urteil iiber die Verwendbarkeit der Tannin- oder Phenol- 
firbungen mit Molybdaten mu8 also dahin lauten, daB diese Farbung 
fiir colorimetrische Zwecke absolut unbrauchbar sind. 


6,) Untersuchung tiber die Mo-Ferrocyankaliumfirbung. 


Da alle bisher untersuchten Farbreaktionen sich 
als nicht geeignet zum Aufbau einer colorimetrischen 
Methode erwiesen hatten, wurden weitere Farbreak- 
tionen des Mo studiert. 

Hierbei stellte sich heraus, wie vorgreifend be- 
merkt werden soll, daB die Farbung, die sehr ver- 
diinnte Molybdatlésungen mit Ferrocyankalium liefert, 
ganz ausgezeichnet colorimetrisch verwendbar ist. 

Nach Treadwell dient die braunrote Fiallung, die Mo- 
Verbindungen in mineralsaurer Lésung mit Ferrocyankalium 
liefern, als sehr empfindliches qualitatives Reagens auf Mo. 

In essigsaurer Lésung soll keine Fallung, sondern nur eine 
Braunfairbung entstehen. 
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Die ersten Versuche wurden deshalb in essigsaurer Losung 
angestellt. 

Dann zeigte es sich, daB bei den angewandten Mo-Mengen 
durch Mineralsaure eine Farbvertiefung, aber noch keine Fallung 


entsteht. 

Ich arbeitete daher in salzsaurer und schwefelsaurer Lo- 
sung, die, wie die Versuche: weiter unten zeigen, keinen Unter- 
schied der Farbreaktion erkennen lassen. 

Bei weiteren Versuchen bediente ich mich salzsaurer Lésungen, 
und zwar verwandte ich fiir 50 cem Gesamtvolumen (s. Priifung des 
Aciditatseinflusses) 10 ecm */,-HCl, die ich mir wegen des geringen Eisen- 
gehaltes der iiblichen Normallésungen (Kahlbaum- und Mercksche 
HCl, ®/,, zeigten deutliche Rhodanreaktion) durch entsprechende Ver- 
diinnung forensisch reiner HCl (spez. Gew. 1,19) herstellte. 

Die bei der Ferrocyankalium-Colorimetrie verwandte HCl muB stets 
sorgfaltig, im Atherauszug, mit Rhodankalinm auf Eisen gepriift werden, 
da schon ein Eisengehalt, der ganz schwacher Rhodanreaktion entspricht, 
durch die Berlinerblau-Reaktion Stérungen der Ferrocyankalium-Mo- Fir- 
bung veranlaBt. Als Mo-Lésung verwandte ich anfangs die auch bei 
den vorhergehenden Colorimetrien angewandte ammoniakalische MoO,- 
Lésung. 

Als ich dann spater den EinfluB fremder Ionen auf die 
Farbung priifte, zeigte sich, daB NH, mehr stérend wirkte, 
wie Na und K’;; daher verwandte ich spiter die alkalische 
Natriummolybdatlésung. Es ist bei deren Herstellung (s. Me- 
thode Raper) Sorgfalt auf Messung der Alkalimenge zu ver- 
wenden, da, wie dargelegt werden wird,-die unbekante Lésung 
fir die Colorimetrie mit der gleichen Menge Alkali versetzt 
werden muB, wie der Gehalt der Vergleichslésung an Alkali 
betragt. 

Das Ferrocyankalium (purss. Kahlbaum) wandte ich als konzen- 
trierte Lésung an, und zwar stellte sich ein Gehalt von 5 ccm konzen- 
trierter Ferrocyankaliumlésung bei den Durchschnittswerten von 3 mg 
MoO,, ein Gehalt von 10 ccm bei den oberen Grenzwerten von ca. 5 mg 
MoO, in 100 com Gesamtvolumen als ausreichend heraus. 

Die Farbung selbst ist ein griinliches Gelbbraun, das bis auf 
den leicht griinlichen Ton der NeBler-Farbung sehr ahnlich ist. 

Die Farbung entsteht sofort nach Reagenszusatz und ist 
in 5 bis 10 Minuten colorimeterreif. 

Sie halt sich ca, */, Stunde konstant, nimmt dann all- 
mahlich einen immer griinlicheren Ton an und wird schlieBlich 


vollkommen griin. 
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DaB diese Verfairbung sich nicht auf Eisenspuren zuriick- 
fiihren ]aBt, lehrten mich blinde Versuche (ohne Mo), die nach 
3 bis 4 Stunden keine Verfarbung zeigten. 

Auch stellte sich heraus, daB Elektrolytzusatz, vornehm- 
lich Ammoniumchloridzusatz die Verfarbung beschleunigt. 

Wie alle colorimetrierten Lésungen, so setzte ich auch 
diese in 50 resp. 100 ccm Mischzylindern mit eingeschliffenen 
Glasstopfen an, die nicht nur ein bequemes Mischen der Lé- 
sung, sondern auch ihren Abschlu8 gegen Staub (auch O-Ein- 
wirkung ist mitunter zu beriicksichtigen) wahrend ihrer Ent- 
wicklung gestatten. Als Filter stellten sich fiir die Colorimetrie 
dunkelblaue Glaser als geeignet heraus. 


a,) Priifung der Abhangigkeit der Farbstarke von der 
Konzentration. 

Zu je leem */,-HCL werden je 10 ccm konz. Ferrocyankalium- 
Liésung und 10, 20, 30 und 40 ccm Mo-Lésung (1 ccm = 0,1 mg MoO,) 
(zum Ausgleich der verschiedenen Alkalimengen) 0,6, 0,4, 0,2 und 0,0 cena 
2) )-NaOH und H,0 bis 100 com Gesamtvol. gegeben. 


Tabelle XXIV. 
Priifung der Abhingigkeit der Farbstirke von der Konzentration. 


By 2 Bag 2 Oyy i Bg Of Og 121:1:52:3: 4. 























ae =| | f By Me a, 
Liésung, com: Bid (S04 OB Re 
= Le = = — 
24,6 % 24,6 12,1 | 16,5 12,2 
244 | 245 12.6 16,4 12,1 
24,4 26,6 12,4 16,3 12.3 
246 | 241 12,1 16,5 12,3 
iii Aa 25,0 12:3 16,5 12,2 
24,5 244 | 12,4 16,2 12,4 
24,9 woe. eee te 12,1 
24,5 26,7 12,1 | 165 12,4 
24,9 26,7 124 | 165 12,3 
M6 | 7 | 124 | 164 | 128 
Durchschnitt . . . 24,61 24,69 | 1230 | 16,21 12,26 
Verglichen mit . . | a, 24,7 a,= 24,7 | a, = 24,7 | a, = 24,7 | a, = 24,7 
Theor. Ablesung’ . 24,7 24,7 | 12,35 16,5 12,35 
Abweichung in °/, . 0,4 0,0 0,4 =| 1,8 0,7 


Wie die Versuche beweisen, verhalt sich die Farbung 
innerhalb der Fehlergrenzen proportional der Mo-Konzentration. 
Die Fiallungen gleicher Mo-Mengen stimmen fast vollkommen 
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iiberein. Als untere Grenze der Colorimetrierbarkeit méchte 
ich einen Gehalt von ca. 1 mg MoO, in 100 ccm Vol., als obere 
Grenze fiir 100 ccm Gesamtvol. etwa 5 mg MoO, bezeichnen. 
Die Empfindlichkeit der Ferrocyankaliumfarbung ist also ebeno 
groB wie die mit der Mo-Rotreaktion erzielbare. Da man mit 
einem Gesamtvol. von 25 ccm zur Colorimetrie auskommt, so 
liegt die GréBe der absoluten colorimetrierbaren MoO,-Menge 


bei 0,25 mg. 


6,) EinfluB der Aciditaét auf die Farbung. 
«,) Priifung mit verschiedenen Mengen HCl. 


Zu jeder 20 com MoO,-Lésung (1 com =0,1 mg MoO,) werden 0,25, 
5,0, 10,0 und 20,0 cem ®/,-HCI, 10 cem konz. Ferrocyankaliumlésung und 


H,O bis 100 ccm gegebeu. 
Tabelle XXV. 
Einflu8 der Aciditét auf die Farbung. 











Sauregehalt der Lésungen: 0:2,5:5:10: 20 = a,: ag: ay: ay: as. 

| a, | ay as | ay as 

com"/,-HCl: | 0 2,5 et: 20 

- 38,0 26,6 24,7 24,7 

- 38,3 26,9 24,9 24,5 

- 37,9 26,5 24,6 24,6 

38,6 26,4 24,7 24,4 

38,2 26,7 24,7 24,6 

Ablesungen .. . is 383 26 4 245 247 
— 37,9 26,6 24,7 24,4 
_ 7,9 26,7 24,8 24,8 
~ 38,2 26,5 24,6 24,7 
— 38,3 26,4 24,7 24,6 
Durchschnitt . . - 38,16 | 26,57 24,69 26,6 

Verglichen mit &, == 24,7 | a, 24,7 | a, = 24,7 | a, = 24,7 

Abweichung in °/, 54,5 7,6 0,0 0,4 





Wie die Tabelle lehrt, ist ein Gehalt von 10 ccm ®/,-HCl 
zur Erzielung des Farbmaximums notwendig. Dasselbe wird 
durch einen weiteren Zusatz von 10 ccm ®/,-HCl nicht beeinfluBt. 
Ohne Saure tritt iiberhaupt keine Fiarbung auf. 


§,) EinfluB.der Aciditatsinderung in schwefelsaurer 
Lésung. 
Zu je 20 com Mo-Lésung (1 com = 0,1 mg MoO,) werden je 5 ccm 
konz. Ferrocyankaliumlésung und 10 bis 30 ccm "/,-H,SO, gegeben. Mit 
H,O auf 100 ccm aufgefiillt. 
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Tabelle XXVI. 
Einflu8 der Aciditaétsinderung in schwefelsaurer Lésung. 
Sauregehalt der Lésung: 10: 20:30 = a,: a: a,. 





a, a, as 




















em ®/,9-H,SO,: 10 20 30 

24,5 24,7 24,8 

24,7 24,7 24,9 

24,5 24,5 24,8 

24,4 24,7 24,6 

Ablesungen ....... 24,6 24,6 24,7 

24,8 24,6 24,7 

24,5 24,9 24,6 

24,9 24,6 24,4 

24,9 24,6 24,7 

24,7 24,7 | 24,6 

Deschesindt . .. .. 5: Coe ae 24,65 24,66 24,68 
Vergucnen tit 2... 3.0. ee a eh age | og 347 | 0 == 94,7 

Abweichung vom theor. Wert in °/, 0,2 0,2 0,1 


Die Tabelle zeigt, daB Anderungen der Aciditét von 10 
bis 30cm ®/,-H,SO, in einem Gesamtvolumen von 100 ccm 
keinen EinfluB auf die Farbtiefe ausiiben. 


y,) Prifung der PFarbinderung bei Zusatz von fremden 
Ionen. 

Wenngleich die Versuche ergeben hatten, daB die Firbung 
des Mo mit Ferrocyankalium sich proportional der Mo-Kon- 
zentration verhalt, konnte die Methode noch nicht auf den 
Ps.-Mo-Komplex iibertragen werden, bevor nicht der Einflub 
fremder Ionen auf die Farbung geprift war. Denn durch Auf- 
lésen des Ps.-Mo-Komplexes in NH,OH oder Alkalihydroxyd 
kommen NH,- oder Na- oder K-Ionen in die Lésung, wahrend 
PO, in geringer Menge aus dem Ps.-Mo-Komplex tibernommen 
wird. Es wurden daher zu Mo-Lésungen Ps.-Mengen, die gréBer 
waren als das Verhaltnis der Ps. zum Mo im Ps.-Mo-Komplex 
erfordert, auf ihre Wirkung auf die Farbung erprobt. 

Sodann wurde NH,Cl zugesetzt, und als dieses die Farbung 
beeinfluBte, NaCl- und KCl-Zusatz gepriift. Die Versuche mit 
NH,Cl-Zusatz zeigten, daB die Firbung der Mo-Ferrocyankalium- 
verbindung in dem MafBe tiefer wird, als der Gehalt an NH,Cl 
zunimmt, welche Feststellung aber nur allgemein und nicht 
etwa im Sinne einer proportionalen Zunahme gemeint ist. 
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Es wurde nun weiterhin der Einflu8 von KCl-, NaCl- und 
Na,SO,-Lésungen durch Zusatz von je 5 ccm konz. Losung zur 
Mo-Analyse untersucht. Da es sich herausstellte, daB der Ein- 
flu8 des Na-Ions ein relativ geringer war, wurden Na-Konzen- 
trationen, wie sie in der Analyse in Betracht kommen, alro 
Mengen von 5 bis 10 ccm "/,,-NaOH zur Analyse zugesetzt. 
Die Farblésungen wurden hergestellt wie oben. 


Vor Auffiillung mit H,O auf 100 cem und Zufiiguug des Ferro- 
cyankaliums wurden je 5 ccm konz. KCl, 5 cem konz. NaCl, 5cem konz 
NaSO,, 10 em®/,.-NaOH und 5 cem®/,).-NaOQH-Lésung zu den Mo-Lésungen 
hinzugefiigt. Verglichen wurde mit einer gleichmaBig hergestellten Mo- 
Farblésung ohne Elektrolytzusatz. 


Tabelle XXVIII. 


Priifung der Farbanderung bei Zusatz fremder Ionen. 




















konz. | NaCl konz. 
Zusatz: | KCl | pete | NaySO,- "/,-NaOH|"/,9-NaOH 
Lésung | ~~ & | Lésung 
cem: § 5 5 | 10 5 
18,5 20,0 22,6 216 | 225 
18,4 20,2 22,4 21,6 22,6 
18,6 19,9 22,5 21,8 '. Zs 
18,3 20,3 22,6 21,7 | 222 
8,3 20,¢ 22 21, ; ae 
Ablesungen. . . 18) 202 393 218 997 
18,0 19,9 22,5 21,5 + Bas 
18,5 203 | 228 22,0 22.5 
185 | 204 | 226 22.0 22,4 
11. Gad GSS a ets 21.6 22.4 
Durchsehnitt . .. 18,34 | 20,18 | 22,45 21,7 22,46 
Verglichen mit Lé- 
sung ohne Elek- 
trolytzusatz .. 24,7 24,7 24,7 24,7 24,7 
Abweichung in °/, . 25,4 18,3 9 12 9 


Zu 20 cem Mo-Lésung (1 ccm = 0,1 mg MoO,) wurden 0,0 cem 5,0 
und 10,0 cem KH,PO,-Lésung (1 com = 0,1 mg P,O,), sowie 10 ecm Ferro- 
eyankaliumlésung und 10 ccm ®/,,-H,SO, gefiigt. Mit H,O auf 100 ccm 
aufgefiillt. 


Wie Tabelle XXVIII zeigt, hat P,O, in dieser Konzen- 
tration keinen EinfluB auf die Farbung. 

Als nachster Versuch wurde NH,Cl-Lésung zu den Farb- 
lésungen hinzugesetzt. 


Es wurden je 2,5 ccm 10°/,ige Lésung, 5 ccm 10°/,ige Lésung, 
5 eem 20°/,ige Lésung und 5 cem konz. NH,Cl zu den Lésungen hinzu- 





eM ee ey re 


te 
Fa 


Pe 








78 H. Kleinmann: 


Tabelle XXVIII. 


Prifung der Farbinderung bei Zusatz von fremden Ionen. 














Lésung: | a, Q, 
mg P,0,: | 05 | Gece. 
24,4 24,7 
24,6 24,7 
24,5 24,8 
24,5 24,8 
aR eRe aoe Py A ~ 
24,8 24,5 
24,8 24,4 
24,6 24,7 
24,6 24,6 
Durchschnitt ..... 24,6 24,62 
Verglichen mit . &) == 24,7 ay = 24,7 
Abweichung in */, ..... 0,4 0,4 





gesetzt. Die Herstellung der Farblésung wie oben. Der Elektrolyt- 
zustand geschah vor Zugabe des Ferrocyankaliums. Der Vergleich geschah 
mit einer Lésung ohne NH,CI Zusatz. 





























Tabelle XXIX. 
Priifung auf Farbanderung bei Zusatz von fremden Ionen. 
Besa RENE RY SARIN MSR Baer 
Lisung: |10°/, NH,C1/10%), NH,C1/20°/, NH,CI NHC 
fi com: 2,5 BBS 5B 5 
24,8 | 238 19,0 16,3 
24,2 | 23,8 i eee 15,9 
24,2 | 23,8 18,8 15,8 
24,4 | 28,4 18,7 16,2 
Pek area 23,9 | 28,9 18,9 15,3 
change ec 23,9 22,8 19,1 15,2 
23,6 22,6 18,8 16,0 
23,2 22,4 18,9 15,5 
e 23,1 22,3 18,7 15,4 
23,4 ; 21,8 18,8 | 15,8 
Durchschnitt .... | 23,82 | 2801 | 1889 | 15,69 
Verglichen mit Lésung | 
ohne NH,Cl-Zusatz . 24,7 | . 24,7 24,7 | 24,7 
Abweichung in °/, . . 3,52 6,76 23,2 36,0 


Die Tabellen lehren, daB alle zugesetzten Ionen deutlich 
die Farbung beeinflussen und sie vertiefen. 

Auch Mengen von 10 ccm ®/,,-NaOH, wie sie zur Losung 
des Ps.-Mo-Komplexes notwendig sind, beeinflussen die Farbung. 
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Ms wurde daher in einer weiteren Versuchsreihe festgestellt, ob 
bei Anwesenheit einer konstanten Na-Konzentration, die Far- 
bungen der Mo-Ferrocyankaliumverbindung bei verschiedener 
Mo-Konzentration proportional bleibt. 

Hierzu wurden 10 ccm ®/,-H,SO,, 20 ccm */,,-NaQH, 10 ccm Ferro- 
eyankaliumlésung und 10, 20 und 30 ccm Mo-Lésung (1 ccm = 0,1 mg 
MoO,) gefiigt. Mit H,O auf 100 ccm aufgefiillt. 














Tabelle XXX. 
Priifung der Farbiinderung bei Zusatz fremder Ionen. 
Mo-Lésung: | a, “a ES Ay As 
com: | 10 20 30 
49,4 24,7 16,5 
49,0 24,8 16,3 
49,2 24,6 16,5 
49,5 24,6 16,5 
Adina 49,6 24,6 16,4 
sa, ail 49,4 24,7 16,4 
49,2 24,7 16.5 
49.4 24,5 16,4 
49,0 24,7 16,4 
49.6 24.5 16,3 
ie... Sa eae emer tees ae 49,33 24,66 16,42 
Verglichen mit ...... .| &=24,7 | a,=247 a, == 24,7 
Theoret. Ablesung. . . mp 49,4 24,2 16,5 
Abweichung in 9,. ..... 0,2 0,2 0,5 





Wie vorstehende Tabelle zeigt, bleibt die Proportionalitat 
zwischen Farbtiefe und Mo-Konzentration gewahrt, wenn die 
Natriumionenkonzentration in den verschiedenen Lésungen die 
gleiche ist. Es ist daher méglich, Mo mit Hilfe der Ferro- 
cyankaliumfarbung auch bei Anwesenheit von Elektrolyten, in 
diesem Falle Na,SO,, zu colorimetrieren, wofern man nur 
Sorge tragt, daB der Na,SO,-Gehalt der untersuchten 
Lésung der namliche ist, wie der der Vergleichslésung. 

Diese Bedingung ist leicht zu erfiillen, da man nur dieselbe Menge 
NaOH, die man angewandt hat, um den Ps.-Mo-Komplex zu lésen, zu der 
Vergleichslisung hinzuzufiigen braucht, abziiglich der NaOH-Menge, die 
die Mo-Vergleichslésung an und fiir sich enthalt. 


Das Ergebnis, das die Untersuchung der Farbreaktionen, 
die das Mo eingeht, liefert, kann dahin zusammengefaBt werden, 
daB eine Colorimetrie des Mo mit Tannin oder Phenolen unmég- 
lich, mit Hilfe der Mo-Blaureaktion fehlerhaft und mit Hilfe der 
Mo-Rotreaktion auf Grund einer empirischen Kurve méglich ist. 
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Allen Methoden aber weitaus tiberlegen und fiir 
die Colorimetrie des Mo geradezu vorziiglich geeignet. 
ist die Firbung, die es mit Ferrocyankalium eingeht. 

An Hand der ausfiihrlichen Vorschriften ist eine Bestim- 
mung des Mo bis 1 mg MoO, in 100 ccm leicht und exakt 
mit einem durchschnittlichen Fehler von nur 0,5°/, méglich. 

Sorge muf nur getragen werden, daB der Elektrolytgehalt. 
soweit er nicht zur Reaktion gehérige Zusatze betrifft, in den 
untersuchten Lésungen der gleiche bleibt. Auf Grund dieses 
Verhaltens muB die Ferrocyankalium-Colorimetrie des 
Mo als hervorragend geeignet zur Bestimmung des 
Mo im Ps.-Mo-Komplex bezeichnet werden. 

Mit dieser Ubertragung der Mo-Colorimetrie auf den Ps.- 
Mo-Komplex wird sich das nachfolgende Kapitel beschaftigen. 


8,) Ubertragung der Mo-Ferrocyankaliumcolorimetrie auf 
den Ps.-Mo-Komplex. 


Da, wenn die Neumannschen Angaben iiber die Zu- 
sammensetzung des nach seinen Angaben hergestellten Ps.-Mo- 
Komplexes richtig, auf 1 Gewichtsteil P,O,, 24,32 Gewichtsteile 
MoO, im Komplexe kommen, so bewegen sich die P,O,-Mengen 
zwischen rund 0,05 und 0,2 mg P,O,, wenn die Grenzen der Mo- 
Bestimmbarkeit zwischen 1,0 und 5,0 mg MoO, in 100 cem liegen. 

Diese Grenze kann fiir die absolut bestimmbaren P,O,- 
Werte nach oben leicht durch Verdiinnen der zu _ starken 
Lésungen verschoben werden, nach unten wird der Ausdehnung 
der P,O,-Bestimmbarkeit durch die Eigenschaften des Ps.-Mo- 
Komplexes selbst Halt geboten. 

Da nun bei gréBeren P,O,-Mengen (1 mg) sich die Zu- 
sammensetzung des Ps.-Mo-Komplexes als richtig erwiesen hatte, 
als Beweis hierfiir kénnen die richtigen Ergebnisse der Ps.- 
Bestimmungen, die ich mit der umgeanderten Methode des 
Mikro-Neumann erhielt, dienen, so kam es darauf an, klar- 
zustellen, wie weit nach unten sich die richtige Zusammen- 
stellung der Ps.-Mo-Verbindung verfolgen l]aBt, und wie weit 
hinunter sich praktisch die Isolierung des Komplexes ohne all- 
zugroBe Fehler handhaben 1aBt. 

Ich begann daher meine Analysen mit einem P,O,-Gehalt 
von 0,25 mg, ging dann mit denselben bis 0,05 mg P,O, herab, 
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von welcher GréBe an sich dann infolge eintretender Fehler 
ein weiteres Hinabgehen mit der P,O,-Menge eriibrigte. 

Entgegen den Angaben Rapers sowie denen Taylor und 
Millers fand ich bis zur Grenze von 0,1 mg P,O, = 0,0436 mg 
P den Mo-Gehalt des Komplexes in Ubereinstimmung mit der 
Neumannschen Formel, d. h. ich bekam richtige Werte, wenn 
ich annahm, da8B auf ein P12 MoO, kommen. Raper dagegen 
-hatte, wie ich schon bei der Priifung seiner Methodik darlegte, 
behauptet, daB der Ps.-Mo-Komplex mehr Mo enthalt als der 
Formel entspricht und diese Erscheinung durch ,,MitreiBen* von 
Mo erklart. 

Ich kann entgegen diesen Behauptungen betonen, daB ich 
bei nachfolgender Arbeitsweise bis 0,1 mg P,O, hinunter stets 
— innerhalb der Fehlergrenzen der Methodik — exakte Resul- 
tate erhielt. Erst bei Mengen von 0,05 mg P,O, traten zu 
hohe Mo-Werte auf. 

Dies sind aber GroBen, die mit der Raperschen Methodik 
iiberhaupt nicht zu fassen sind. Auf die Erklirung der zu 
hohen Werte beim Arbeiten nach dem Mikro-Neumann unter 
1 mg P,O, verweise ich auf das dort Gesagte und werde die 
Frage auch bei der Ammoniakcolorimetrie noch einmal be- 
handeln. 

Die nachfolgenden Untersuchungen scheiden sich nun in: 

1. Herstellung des Ps.-Mo-Komplexes. 

2. Colorimetrie des Molybdans. 

Sie seien in gleicher Reihenfolge behandelt. 


1. Zur Herstellung des Ps.-Mo-Komplexes bemiihte ich mich, 
méglichst nahe der Lésungszusammensetzung nach Gregersen 
zu bleiben, da ich bis zu 1 mg P,O, mit derselben richtige 
Resultate erzielt hatte. 


Beim Mikro-Neumann war ich, entsprechend den Gregersen- 
schen Angaben mit dem Volumen auf 25 ccm zur Fallung von 1 mg P,O, 
herabgegangen. Da ich nun aus praktischen Griinden nicht weiter als 
auf 12,5 com Gesamtvolumen zur Fallung heruntergehen wollte, wandte 
ich dies Volumen zur Fillung von 0,25 mg P,O, an und bezog die Kon- 
zentration der Reagenzien auf dasselbe. 

Als Phosphorsaurelésung benutzte ich eine KH,PO,-Lésung, die 
ich mir durch Verdiinnen meiner KP,PO,-Stammldésung (s. Magnesiafallung) 


5cem zur Analyse an. Beim weiteren Heruntergehen mit der P,0,- 
Biochemische Zeitschrift Band 99. 6 
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Menge verwandte ich 5 ccm P,O,-Lésung (1 com = 0,02 mg P,O,) und 
5 cem P,O,-Lésung (1 com = 0,01 mg P,O,). Die Zusammensetzung der 
Analysen blieb sonst die gleiche (s. auch die Tabellen). 

Ammoniumnitratlésung: Die gleiche wie beim Mikro-Neumann. 
190 g NH,NO, auf 300 ccm. Zur Erzielung einer Konzentration von 
15°/, NH,NO, in einem Volumen von 12,5 com wurden 3 ccm NH,NO,- 
Lésung zur Analyse gegeben. 

Ammoniummolybdatlésung: Die gleiche wie beim Mikro- 
Neumann; 10°/,ig. Es wurde versucht, mit der Ammoniummolybdat. 
menge zur Vermeidung eines Mo-Uberschusses unter die den Gregersen- ° 
schen Verhiltnissen entsprechende Menge, 1 ccm 10°/,ige Lésung herunter- 
zugehen. Die Fallungen waren aber, wenn ich 0,5 ccm anwendete, selbst 
nach 24 stiindigem Stehen unvollkommen, was aus der Gelbfirbung bei 
weiterem Mo-Zusatz hervorging. Es wurden daher 1 com Mo-Lésung zur 
Analyse gegeben. J 

Schwefelsaure: Konz. auf Ps.-Freiheit gepriift; 0,5 cem zu jeder 
Analyse. 

Die Zusammensetzung war also: 

5 com P,O,-Lésung, 3 com NH,NO,-Lésung, 1 com Ammoniumolyb- 
datlisung, */, cem konz. H,SO,, 3 cem H,0. 

Gefallt wurde in der Siedehitze in 50 ccm Jenaer Becherglisern 
durch ZuflieBenlassen der Mo-Lésung. Die Lésungen wurden _hierbei 
ca. 1 Minute mit einem Glasstab kraftig geriihrt. Bei der Fiallung stellte 
sich als sehr vorteilhaft zur gleichzeitigen Erhitzung mehrerer Analysen, 
sowie zur vorsichtigen Erwirmung die Anwendung einer elektrischen 
Heizplatte heraus. 

Alle Abmessungen wurden mit einer geeichten, graduierten Auslauf- 
pipette vorgenommen. Bei Abmessungen unter 1 ccm mit Pipettcn, die 
in 4/,, ccm geteilt waren. 

Ebenso wurden alle Verdiinnungen der P-Lésungen usw. nur in 
geeichten MeBkolben bei 15° ausgefiihrt. 

Die Fallungen wurden nach ca. 15 Minuten abfiltriert. 

Die Filtration bereitete anfangs erhebliche Schwierigkeiten, 
da es sich herausstellte, daB bei Fallung so geringer Ps.-Mengen 
der Niederschlag so fein fallt, daB stets Spuren der Verbindung 
durchs Filter gehen. Das Durchgehen des Niederschlages laBt 
sich nur an einer ganz leichten Gelbfirbung des Filtrates er- 
kennen, Erst nach Stunden sind kleine gelbe Fléckchen sichtbar. 


Das Durchlaufen des Niederschlages trat besonders dann auf, wenn 
die Mutterlauge abfiltriert war und das Hiniiberspiilen des Niederschlages 
mit 50°/,igem Alkohol begann. 

Da es sich bei Anwendung nicht besonders von mir gereinigten 
Alkohols (Kahlbaum) herausgestellt hatte, daB der Alkohol nicht nur 
Teilchen verkleinernd, sondern direkt lésend auf den Niederschlag wirkte 
(ich konnte diese Erscheinung besonders bei der Gelbfiirbung des Alkohol- 
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gemisches, bei Anwendung der Zentrifuge als Isolierungsmittel beobachten), 
so wurde der Alkohol von mir gereinigt, wie beim Mikro-Neumann 
beschrieben. Er wirkte dann nicht mehr lésend. 

Trotzdem liefen Spuren des Niederschlages durchs Filter. Es wurden 
alle Harten von Filtern 8. 8.589, sowie Barytfilter anderer Firmen durch- 
geprobt, ohne da8 stets ein volliges Zuriickhalten des Niederschlages er- 
zielt wurde. 

SchlieBlich lieB sich das gesuchte Ziel erreichen bei Anwendung 
von 2 Blaubandfiltern S. 8. 589 und gleichzeitigem Zusatz von HNO, zum 
Waschalkohol in einer solchen Menge, daB die Salpetersiurekonzentration 
der Waschfliissigkeit 1°/, betrug. 

Die Waschfliissigkeit (50 Volumen-*/, Alkohol mit einem Gehalt von 
1°/, HNO,) wurde stets durch Eis gekiihlt. Gewaschen wurde zuerst 
durch dreimaliges Dekantieren mit ca. 20 com Waschfliissigkeit. Dann 
wurde der Niederschlag auf das Filter gebracht (2 Filter wie oben 7 ccm 
Durchmesser) und so lange gewaschen, bis das Filtrat mit Ferrocyan- 
kalium keine Mo-Reaktion mehr gab. 

Bei Zusatz der konz. Ferrocyankaliumlésung zum alkoholischen 
Filtrat, krystallisiert das Ferrocyankalium aus. Doch laBt die Farbung 
sich trotzdem leicht beurteilen. 

Das Auswaschen des Niederschlages mu8 fuBerst sorgfaltig ge- 
schehen und erfordert mehrere Stunden. Doch ist dieselbe leicht als 
Nebenarbeit ausfiihrbar. 

Der Waschalkohol wurde, zur Vermeidung von Verunreinigungen, 
durch Gummistopfen und Schliuche nur in Spritzflaschen mit ein- 
ceschliffenem Aufsatz ohne Gummizwischenstiicke gehalten. 

Der ausgewaschene Niederschlag wurde durch Auftropfen von 10 cem 
2/9 NaOH aus einer Pipette in Lésung gebracht und in einen Misch- 
cylinder mit eingeschliffenem Stopfen aufgefangen. 

Zu dem Filtrate wurde "/,-HCl (s. Colorimetrie des Mo) und konz. 
Ferrocyankaliumlésung, sowie H,O in dem Verhiltnis zugefiigt, daB bei 
einem Endvolumen von 100 cem 20 cem ®/,-HCl und 10 cem konz. Ferro- 
cyankalium in der Lésung vorhanden sind. Bei anderen Endvolumen 
miissen die Mengen entsprechend vuriiert werden. 

Die Vergleichslésung wurde durch entsprechende Behandlung einer 
dem Mo-Gehalt der untersuchten Lésung méglichst angeniherten Menge 
alkalischer MoO,-Lésung hergestellt. Die Molybdatlésung muB aber eben- 
falls mit 10 ccm ®/,,.-NaOH abziiglich der Alkalimengen, die sie seibst 
enthialt, versetzt werden. Dalcem meiner MoO,-Lésung 0,02 cem ®/,,-NaOQH 
enthielt, lieB sich der notwendige NaOH-Zusatz leicht feststellen. Der 
HCl- and Ferrocyankaliumgehalt der Vergleichslésung ist der gleiche 
wie der der untersuchten. 

Colorimetriert wird 5 bis 10 Minuten nach dem Ansetzen. Wartet 
man linger, so kénnen Fehler durch beginnende Verfirbung der Losungen 
wahrend des Colorimetrierens entstehen. 

Als Filter verwandte ich dunkelblau. 
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Tabelle XXXI. 


Analysen mit 0,25 g P,O,. 

Untersuchte Lésungen werden aufgefiillt auf 200 ccm. 
Vergleichslésung: 60,8 com Mo-Lésung (1 ccm = 0,1 mg MoO,) -+- 88 com 
2/)>-NaOH usw. in 200 com Gesamtvolumen (6,08 mg MoO, entsprechen 

0,25 mg P,O, im Ps.-Mo-Komplex). 








mg P,O,: 0,25 | 0,25 | 0,25 | 0,25 | 0,25 | 0,25 | 0,25 | 0,25 | 0,25 | 0,25 


24,6 | 25,0 25,0 | 24,8| 24,4 24,7 | 24,8 
249/246 247 248/243 24,3 | 24,7 
24,7 | 24,7 | 24,8 24,5| 24,5 | 24,3 | 24,4 
24,8 | 25,0 | 24,9 | 24,7 | 24,5 | 24,2 | 24,9 
24,9 24,9 24,4 / 24,9 | 24,6 | 24,6 | 24,5 
24,8 | 24,6 | 24,7 25,0] 24,5 24,5 | 24,7 
w4,8 24,7 24,9 24,8) 24,5 | 24,3, 24,7 
24,6 | 24,9 | 24,6 24,9 | 24,4/ 24,8 | 24,5 | 25, 
24,7 | 24,7 | 24,6 24,8 | 24,4 24,5 | (94's | 95.1 24,7 | 24,6 
24,7 | 24,8 | 24,8 24,8 / 24,5 | 24,5 | 24.9| 25,4 24.8 24,7 


Durchschnitt . . |24,75 24,79 79 24,73|24,80 24,46 24,47/24,69/25,24/24.81 24.63 


Ablesungen . . 
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Verglichen mit . |24,7 |24,7 24,7 |24,7 |24,7 24, 7 A 7 24,7 7 |24,7 |24;7 
Abweichung in °/, |— 0,2|— 0,4. 0,104, 1 | 0.9 | 2.2|0,4!4 0,3 
Durchschnittliche Abweichung ...........4.-. | —0,15%, 
Gefundene P,O, aie “cS piece Gir gale eer ea tg ree . | 0,2496 mg 
Abgerundet,. . . Seti ai gee Miele Cora omega ees | 0,25 mg 


Tabelle XXXII. 
Analyse von 0,1 mg P,0,. 
5 cem KH,PO,-Lésung (1 com = 0,02 mg P,O,) Endvolumen 100. 


Vergleichslésung: 25 cem Mo-Lésung (1 ccm = 0,1 mg MoO,)+ 9,5 ecm 
a/ o- NaOH usw. 





mg P,0,:] 0,1 | 01 | 0,1 | 01 | 01 | 01 














25,8 | 25,4 | 25,7 | 25,8 | 260 | 25,9 
25,6 | 26,2 | 25,9 | 25,7 | 25,6 | 25,9 
25,5 | 25,5 | 26,2 | 25,8 | 25,7 | 26,6 
25,8 | 26,1 | 25,8 | 25,9 | 26,0 | 26,8 
Ablesungen 26,6 | 26,0 | 26,0 | 25,6 | 26,2 | 25,9 
25,4 | 26,2 | 25,9 | 26,0 | 25,4 | 26,2 
25,8 | 25,8 | 26,0 | 25,3 | 25,6 | 26,4 
25,6 | 26,0 | 25,7 | 25,6 | 25,5 | 26,0 
25,6 | 26,1 | 25,8 | 25,8 | 26,4 | 25,7 
25,8 | 26,0 | 25,6 | 25,4 | 25,5 |.25,7 








Verglichen mit 2,5 mg MoO, | 24,7 | 24,7 | 24,7 | 24,7 | 24,7 | 24,7 
Theor. Ablesung . . . . . .| 25,98 | 25,98 | 25,98 oy . 25,98 | 25,98 








| 
| ; 
Durchschnitt ....... 25,69 cg tm bog 25,79 | 25,96 





Abweichung in °/),..... + 1,2 | —0,2 +0, 5 +0,8 | +0,1 
Durchschittliche Abweichung ........-+...-6 ;] + 0,6 
Gefundene P,O, ..... . ‘ip ein SS aii ce a 0,1006 mg 
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Tabelle XXXIII. 
Analyse von 0,05 mg P,0,. 

Analyse a, bis a, wurde mit 5cem KH,PO,-Losung (1 ccm = 0,01 mg P,O,) 
angestellt. Gesamtwert 12,5 ccm. Znsammensetzung wie oben. 
Analyse a, bis a, wurde genau so hergestellt, doch wurde die Fallung unter 
ganz langsamem Zutropfen der Ammoniummolybdatlésung vorgenommen. 
Analyse a, bis a, wurde mit 2,5ccom KH,PO,-Loésung (1 com = 0,002 mg P,O,) 
in 6,25 com Vol. bei Anwendung derselben Reagensmengen vorgenommen. 
Vergleichslésung aus 12,5cem MoO,-Lésung (1 cem==0,1 mg MoO,)-+-9,8 ecm 
a/o NaOH usw. in 100 com Gesamtvolumen. 











Analyse a, ay ay a, a, Be a, | a, ay 
248 22,5 24,1 28,2) 228 234) 230 238 22,8 

24.9| 228 244 23.4) 23.0) 238| 232 238 224 

95,3| 22,6 24,6 233) 282 236! 23,5 24,0 22,4 

246 22.9 243 233) 229 240 23.4 241 22,2 

ble 24,8 | 23,0 24,4 23,6 22,7 23,94 234° 23.8/ 223 
Ablesungen 24,8; 23,0; 24,4! 23,4, 22,9, 24,2| 23,0) 23,8 22,4 
24.7 22.9 244 237, 23.0 24.0 23,6) 24,0 22,1 

24,6| 22,6 24,6 233) 232) 242 230 237, 22.6 

24,8| 22,7 243 234) 23,1 24,0 232 23,9 22,0 

24,9 23,0 24,6 23,4 232) 236) 234 24,0 22,4 

Durchschnitt . .}| 24,8) 22,8; 24.4) 234 23,0) 24,9) 233 23,9! 233 


Verglichen mit 
12,5 cem MoO,- 








Lésung. . . .} 24,7! 24,7, 24,7 24,7; 24,7) 24,7! 24,7; 24,7 | 24,7 
Theor. Ablesung . | 25,3! 25,3; 25,3 25,3) 25,3! 25,3) 25,3 25,3 25,3 
Abweichung in °/, | 2 je a Be Oe 8 56; 8 
Durchschnittliche Abweichung rund. .......... 6%, 
CHC eis Ose os ete ee ees] Oe 


Wie die Tabellen zeigen, lassen sich nach dieser Methode 
Ps.-Mengen bis 0,1 mg P,O, vollkommen exakt innerhalb der 
Fehlergrenzen der Methodik — 0,5°', durchschnittlicher Fehler 
bestimmen. 

Weiter hinunter findet man zu groBe Mo-Mengen. Ande- 
rungen des Volumens haben, da die Mo-Konzentration dieselbe 
bleibt, keinen Einflu8. Ebensowenig Anderung der Fallungsart. 

Ich versuchte namlich analog den Vorschriften der H,SO,- 
Fallung mit BaCl, ein eventuelles MitreiBen oder EinschlieBen 
des Molybdat dadurch zu verhindern, daB ich die Ammonium- 
molybdatlésung ganz langsam, Tropfen fiir Tropfen zusetzte 
und die Lésung gleichzeitig riihrte. Allein die Anderung hatte 
keinen Erfolg. 

Mit der Mo-Konzentration aber herunterzugehen ist nicht 
méglich, da dann iiberhaupt keine Fillung eintritt. 
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Die Bestimmungen, die ich bei einem Gehalt von 0,05 mg 
P,O,; ausfiihrte, sind einheitlich. Sie geben im Durchschnitt 
einen Fehler von 0,6°/,. 

Mengen unterhalb */,, mg P,O,; sind also nicht mit dieser 
Methodik, sondern mit Hilfe der Nephelometrie (siehe diese) 
zu bestimmen. 

Uber 0,1 mg P,O, liefert die Methodik aber ganz vor- 
ziigliche Resultate, was um so wichtiger, als sie die Liicke 
zwischen 1 mg und 0,1 mg P,O,, die durch die Reichweite 
des Mikro-Neumann und der Nephelometrie geschaffen ist, 
ausfiillt. ’ 

Die Handhabung ist einfach und bei einiger Ubung absolut 
zuverlassig. 


8) Die Bestimmung des Ammoniaks im Phosphorsiure- 
Molybdinkomplex. 

AuBer dem Mo biete ich auch das Ammoniak im Ps.-Mo- 
Komplex die Méglichkeit zum Aufbau einer colorimetrischen Be- 
stimmung des Phosphors. 

Da nach der Neumannschen Formel der Komplex gema8 der Forme! 

2(NH,) 8P0,, 24 MoO,, 4HNP, 
gebaut ist, wiirden 3 NH, 1 P entsprechen, d. h. auf 1 Gewicht P kamen 
1,65 Gew.-Teile NH,, ein Verhiltnis, das zur P-Bestimmung als durchaus 
giinstig zu bezeichnen ist. Der Gedanke der NH,-Bestimmung taucht 
schon in der ersten Arbeit Taylor und Millers auf, doch quantitative 
Versuche in der Literatur sind nicht zu finden. 

Deshalb versuchte ich durch Isolierung des Komplexes 
Uberdestillation des NH, in eine Vorlage mit H,SO, und 
Colorimetrie des NH, eine Methode zur Bestimmung des P im 
Komplexe auszuarbeiten. 

Trotz der anscheinend so groBen Einfachheit des Verfahrens 
stellten sich der praktischen Ausfiihrung so erhebliche Schwierig- 
keiten entgegen, daB selbst nach monatelangem Arbeiten es 
nicht gelang, sie vollstindig zu beseitigen. Die Erfahrungen 
bei der NH,-Bestimmung seien nebst Schilderung der Arbeits- 
weise im folgenden dargestellt. 


«,) Herstellung des Niederschlages. 


Da 0,1 mg NH, in 100 ccm Vol. ungefaihr als untere Grenze der 
Ammoniakeolorimetrie bezeichnet werden kann, fiir das Schmidt und 
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Haenschsche Colorimeter aber nur ca. 25 ccm Fliissigkeit notwendig 
sind, so ist die absolute noch bestimmbare NH,-Menge auf 0,025 mg anzu- 
setzen. Da weiter 0,72 mg NH, 0,1 mg P,O, entsprechen, so lige die 
untere Grenze der Ps.-Bestimmbarkeit etwa bei rund 0,035 mg NH, 
= rund 0,05 mg P,0O;. Als obere Grenze, die allerdings gut noch er- 
weitert werden kénnte, waren etwa 0,7 mg NH, gleich 1 mg P.O, zu 
betrachten. 

Die bestimmbaren Ps.-Mengen fielen daher in das gleiche Bereich 
wie bei der Mo-Ferrocyankaliumcolorimetrie und die Herstellung des 
Komplexes wurde daher genau so vorgenommen, wie es bei dem er- 
wihnten Kapitel geschildert wurde. 

Um die Ergebnisse vorweg zu nehmen, sei gesagt, daB 
ich bei dieser Arbeitsweise bei 1 mg P,O, richtige Ergebnisse 
erhielt. Sobald ich aber weiter hinunterging, wurden die Am- 
moniakwerte viel zu hoch. 

Nach iiber viele Monate hin ausgedehnter Variation der 
Technik, kam ich zu der Uberzeugung, da8 zu viel Ammoniak 
durch MitreiBen von NH,NO, resp. EinschluB desselben er- 
halten wurde. 

Ich versuchte daher die Fallung bei 37° vorzunehmen, da ich 
durch die Verlangsamung des Fillungsprozesses eine geringere Ein- 
schlieBung von NH,NO, erhoffte. Aber weder diese Variation, noch der 
Zusatz von Alkohol, der, wié ich mich bei der Sedimetrie tiberzeugt 
hatte, verkleinernd auf die KrystallgréBe wirkt, hatten Besserung zur 
Folge. 

Deshalb versuchte ich die zur Ausfillung der Ps.-Mo-Verbindung 
nétige Salzkonzentration durch Zusatz von Ca(NO,), an Stelle des NH,PO, 
zu erreichen. Ich arbeitete zur Vermeidung der CaSO,-Bildung dann in 
rein salpetersaurer Lésung. Es zeigt sich nun, daB zur Fallung des 
Komplexes ein gréBerer Mo-UberschuB, mindestens 2 cem fiir 1 Vol. von 
12,5 cem notwendig wurde. 


Auch hierbei erhielt ich wechselnde, im allgemeinen zu 
hohe Ammoniakwerte. 


SchlieBlich versuchte ich, ob vielleicht NH,Cl weniger eingeschlossen 
wird als NH,NO, und stellte Versuche mit salzsauren Lésungen an. 

Hierbei erhielt ich hiaufig fast genau richtige Resultate, denen 
aber sehr oft auch zu geringe Ammoniakmengen gegeniiberstanden. 
Das abschlieBende Urteil werde ich nach Schilderung der Arbeitsweise 
geben. 

Meine Fallungen waren also folgende: 

Arbeitete ich in NH,NO,-haltiger Lésung, so stellte ich die Ver- 
suche vollig gleich denen her, die ich zur Mo-Ferrocyankaliumcolori- 
metrie angestellt hatte (s. d.). Beim Arbeiten mit Ca(NO,), in HNO,-haltiger 
Lésung war die Zusammensetzung die gleiche, nur ersetzte ich das 
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NH,NO, durch eine aquimolekulare Lésung von Ca(NO,), bei gleichem 
Vol. (3 cem Lésung) und die Schwefelsiure durch 1 com 25ige HNO,. 

In salzsaurer Lésung arbeitete ich mit Mengen von 3 ccm konz. 
CaCl,-Lésung und 1 cem 25°/,iger HCl, welche Zusammensetzung sich 
als giinstig fiir die Fiallung herausstellte. 

Da die Niederschlagsbildung in salzsaurer Lésung schwieriger ein- 
trat als in salpetersaurer, wurden die Lésungen nach Zugabe des Am- 
moniummolybdates zur kochenden Lésung bis zum Beginn der Nieder- 
schlagsbildung geriihrt, eventuell mit einem Glasstabe angekratzt. 

Sodann lieB ich sie fiir 18 Stunden im Brutschrank bei 37°. DaB 
die Fiallung eine vollstandige war, konnte ich mich durch Priifung der 
Mutterlauge bei weiterer Molybdatzugabe iiberzeugen. 

Die NH,NO,-haltigen Fillungen wurden nach ca. 15 Minuten, die 
CaNO,-haltigen nach 18stiindigem Stehen im Brutschranke filtriert. 


f,) Filtration der Niederschlige. 


Wie ich bei der Beschreibung der Destillation noch ausfiihrlicher 
darstellen werde, traten als Stérungen bei den ersten Destillationen , 
immer Triibungen der Ammoniumsulfatlésung ein, wenn ich NeBlersches 
Reagens zusetzte. Diese Triibungen konnten auf verschiedene Ursachen 
auriickgefiihrt werden. 

Eine von ihnen beruhte auf der Art der Filtration. Ich hatte 
némlich den Niederschlag, genau wie bei der Mo-Ferrocyankaliumcolori- 
metrie durch zwei aufeinandergelegte Filter (S-S 589, Blauband, 7 em) 

filtriert. Diese Filter wurden mitsamt dem Niederschlag 





in den Destillationskolben gebracht und, mit Lauge ver- 
setzt, der Destillation unterworfen. 

Durch blinde Versuche iiberzeugte ich mich, daB 
wenn die Filter allein mit Lauge unter denselben Be- 
dingungen destilliert wurden, das schwefelsaure Destil- 
lat stets starke Triibungen mit NeBlerschem Reagens 
lieferte. 

DaB diese Triibungen wirklich von Filtrierpapier und 
nicht etwa von den Reagenzien oder der Arbeitsweise her- 
riihrten, bewies ich durch Parallelversuche ohne Filtrier- 
papier, die vollstindig klar blieben. Ebenso wie Filtrier- 
papier verhielt sich reine Verbandwatte. Es entstehen 
also durch Erhitzen der Cellulose mit starken NaOH-Pro- 
dukten, die in saurer Lésung mit NeBlerschem Reagens 
Triibungen liefern. 

Versuche mit Asbest zeigten mir, daB dieser keiner- 
lei stérende Nebenprodukte liefert. 

Ich bediente mich daher Asbestfilter und filtrierte 
unter Druck in Filtrierréhrchen. 

Nebenstehende Figur zeigt ein Filtrierréhrchen, wie 


























Fig. 2. ich es anwandte, in natiirlicher GréBe. 
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Als Bodenplatte fiir den Asbest gebrauchte ich den kleinen Pilz, 
der auGerst einfach durch Breitdriicken eines Glasstabes und Riefen der 
breitgedriickten Flache herstellbar ist. Auf diesen Pilz wurde, ohne an- 
zusaugen, ganz fein aufgeschlemmter Asbest gegossen, den ich mir durch 
Zerkochen von feinem Asbest fiir Goochtiegel (Kahlbaumpriparat) her- 
stellte. Nach Herstellung einer Schicht von einigen Millimetern wurde 
eine ca. 2 ccm hohe Schicht von gewéhnlichem Goochtiégelasbest dariiber- 
gelegt, die dann noch einmal durch AufgieBen ganz feinen Asbestes ge- 
dichtet wurde. Das Roéhrchen gestattete ein sehr schnelles, gegen Durch- 
laufen des Niederschlages durchaus sicheres Filtrieren. 

Der Niederschlag wurde erst durch 5- bis 6maliges Dekantieren mit 
20 ecm Waschalkohol (50°/,iger gereinigter Alkohol, der 1°/, HNO, ent- 
halt) gewaschen und dann auf das Filter gebracht. Unter schwachem 
Saugen wurde er mit Waschalkohol bis zum vélligen Verschwinden der 
NH,-Reaktion im Filtrat mit NeBlerschem Reagens gewaschen, was, wie 
bei der Mo-Bestimmung, oft Stunden dauerte. Sodann wurde das Asbest- 
filter mitsamt dem Niederschlag von unten mit einem Glasstabe aus 
dem Filtrierréhrchen in den Destillationskolben gestoBen und das 
Réhrchen mit N,O sorgfaltig nachgespiilt. Ein véllig quantitatives Uber- 
fiihren war leicht méglich. 


y,) Die Destillation. 

Zur Destillation bediente ich mich einer Apparatur, die zur Mikro- 
bestimmung des Reststicksstoffes im Blute nach Angaben von Feig] fiir 
unser Laboratorium gebaut und in seinem Prinzipe den groBen Destilla- 
tionsapparaten fiir N-Bestimmung nach Kjeldahl! nachgebildet ist. Die 
GréBe der Destillationskolben betrigt 100 cem Fassungsvermégen. In 
seiner urspriinglichen Gestalt bestanden in dem Apparate die Destillations- 
aufsitze und die Kiihler aus besonderen Stiicken, die durch Gummi- 
stopfen miteinander verbunden waren. 

Diese Zerlegbarkeit erhéhte die Handlichkeit des Apparates. 

Wahrend nun eineGummiverbindung bei den Makroapparaten ohneEin- 
fluB ist, da das iiberdestillierendeAmmoniak gemai8B derMakromethodik titriert 
wird, konnte ich zeigen, daB bei den Mikroapparaten mit Anwendung der Co- 
lorimetrie als Bestimmungsform eine Gummiverbindung nicht statthaft ist. 

Durch die zu hohen Ammoniakwerte wurde ich zu einer syste- 
matischen Priifung aller angewandten Reagenzien und des Apparates 
veranlaBt und stellte hierbei auch Versuche iiber die Einwirkung der 
eventuell an die Gummiverbindung herangespritzten heiBen Lauge auf 
die letzteren an, derart, daB ich zerschnittene Gummiverbindungen mit 
Lauge destillierte und das schwefelsaure Destillat mit NeBlerschem 
Reagens versetzte. Hierbei stellte sich eine starke Ammoniakfarbung 
der Lésung heraus, die, da Parallelversuche ohne Gummi farblos, nur 
auf Einwirkung der Lauge auf das Gummi zuriickzufiihren ist. 

Aus diesem Grunde lieB ich mir Destillationsapparate aus einem 
Stiick anfertigen. Der Destillationsaufsatz sitzt dem 100 com Jenenser 
Kélbchen mit atherdicht eingeschliffenem Einsatz auf. Es ist bei An- 
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fertigung des Apparates darauf zu sehen, daB die Schliffe der Einsatze 
leicht konisch nach unten zulaufen. 

Sind sie cylindrisch, so ist es nicht médglich, nach der Destillation 
Kolben und Aufsatz zu trennen. Erhitzen des Kolbenhalses oder Er- 
wirmen im Wasserbade ist zwecklos. Bei Anwendung konisch geschliffener 
Einsitze, die absolut dicht schlieBen, gelingt ein Offnen des Kolbens 
stets ohne Schwierigkeiten. 

Zur Destillation wurden zu den Kolben, in denen sich die Filter 
nebst Niederschligen befanden, ca. 30 bis 40 com Wasser, eine Spatel- 
spitze Talkum, einige Zinkstiicke und 10 ccm 33°/,iges NaOH gegeben. Der 
Schliff wurde dann sorgfaltig trocken gewischt und der Kolben méglichst 
schnell unter den Aufsatz gebracht. 

Da ich infolge der hohen Ammoniakwerte fiirchtete, daB eventuell 
eine Reduktion der HNO, in Frage kame, destillierte ich auch ohne Zink- 
zusatz, doch anderte das Fortlassen des Zinks nichts an den Ergebnissen. 
Als Vorlagen dienten 10 ccm ®/,)-H,SO, im kleinen Erlenmeyerkélbchen. 
Dieselben wurden so gestellt, da8 das Kiihlerrohr gerade in die Fliissig- 
keit eintauchte. Die Destillation wurde ca. */, Stunde bis zum heftigen 
StoBen der alkalischen Fliissigkeit fortgesetzt. 

Nach den Erfahrungen die im hiesigen Laboratorium bei der 
Mikro-Reststickstoffbestimmung erhalten wurden, ist es nicht nétig, die 
Destillation durch Wasserdampfeinleiten, wie Bang sie vorschlug, vor- 
zunehmen, sondern sie liefert an und fiir sich, in angegebener Weise ge- 
handhabt, zuverlissige Resultate. 


6,) Die Colorimetrie. 
Um die Destillate zu colorimetrieren, miissen dieselben 
vollkommen erkaltet sein, da sonst Triibungen mit NeBlers 


Reagens auftreten. 

Die Herstellung dieses Reagenses spielt eine sehr grobe 
Rolle, da die nach den verschiedenen Vorschriften hergestellten 
Reagenzien, sowohl was Farbtiefe als Haltbarkeit anbetrifit, 


sich vollkommen verschieden benehmen. 

Das iltere Reagens nach Folin-Greenwald*) kann ich nicht 
empfehlen, da ich mit denselben Triibungen erhielt. Bedeutend besser 
arbeitete das neue Reagens nach Folin*®), das durch Lésen von 75 g 
KJ in 50 com warmen Wassers, Eintragen von 100 g Mercurijodid unter 
Riihren, Zufiigen von 400 bis 500 Wasser, Filtration durch Asbest und 
Auffiillen auf 1000 com mit H,O erhalten wird. Von dieser Lésung (a) 
werden 300 ccm mit 200 cem 10°/,igem NaOH und 500 ccm H,O ver- 
setzt (b). Diese Lésung b bildet erst das gebrauchsfertige Reagens. 

1) Abderhalden, Handb. d. biochem. Arbeitsmethoden. III. 2, 275. 

*) Folin und Denis, Journ. of Biolog. Chem. 26, 1916. Desgleichen 
auch B. Sjolemma, C. W. C. Hetterschy, diese Zeitschr. 84, H. 5/6, 
368, 1917. 























Die Bestimmung der Phosphorsaure. II. 9] 


Nach meiner Erfahrung gibt dieses Reagens schéne Farbtiefe und 
ungetriibte Lésungen, wenn man es gleich oder nicht allzu lange Zeit 
nach Herstellung der Lésung b benutzt. 

LaBt man die Lésung b einige Zeit fertig stehen, so liefert haufig 
das Reagens Triibungen; die Lésung b mu8 daher haufig frisch her- 
gestellt werden. Weitaus die besten Ergebnisse, was Haltbarkeit und 
Klarheit der Farblésung betrifft, wenngleich nicht ganz so farbtief, wie 
das Folinsche Reagens, ist das Reagens nach Authenrieth und 
Koénigsberger’). 

Nach ihren Angaben verreibt man 10,0 g Mercurijodid mit etwas 
Wasser, das einem Volumen von 100 ccm entnommen. Dasselbe wird 
mit weiterem Wasser in eine Flasche gespiilt. Hierzu werden 5,0 g KJ 
gefiigt und 20,0 g Atznatron, im Rest des Wassers gelist, gegeben. Die 
durch Absitzenlassen geklirte Lésung ist, wenn in dunklen Flaschen 
aufbewahrt, durchaus haltbar und liefert stets klare Farblésungen. 

Deshalb ist bei allen colorimetrischen Bestimmungen des NH, das 
letatgenannte Reagens von mir benutzt worden. Es wurde so viel 
Reagens zugegeben, da8 auf 100 cem Lésung 4 ccm Reagens kamen. 

Als Vergleichslésung benutzte ich Ammoniumsulfatlésung. Zur 
Herstellung derselben krystallisierte ich Ammoniumsulfat (purss. Kah1- 
baum) 3 bis 4mal in Wasser um. Die Krystalle wurden auf einem Ton 
teller abgepreBt und im Exsiccator bis zur Gewichtskonstanz getrocknet. 
0,3880 g des Ammoniumsulfates wurden abgewogen, gelést und die Lé- 
sung zu 1000 cem aufgefiillt. 1 ccm der Lésung entsprach 0,1 mg NH, 

Die Vergleichslésung wurde so hergestellt, daB ihr Ammoniakgehalt 
méglichst nahe dem der untersuchten Lésung lag. 


Zur Colorimetrie benutzte ich das kleine Colorimeter von 
Schmidt und Haensch. Als Filter verwandte ich eine dunkel- 
blaue Scheibe. Die Resultate, die ich erhielt, sind in den 
Tabellen XXXIV bis XXXVI mitgeteilt. 

Vorliegende Tabellen zeigen, daB man bei der iblichen 
Arbeitsweise mit Fallung in salpetersaurer Losung mit Am- 
moniumnitratgehalt bei 1 mg P,O,; noch richtige Werte fiir 
den NH,-Gehalt erhilt. 

Geht man mit der P,O,-Menge weiter hinab, so wird der 
durchschnittliche Fehler 5°/,, geht man auf 0,1 mg NH, hinab, 
so werden die Resultate vollstindig unbrauchbar, da die Ab- 
weichungen iiber 50°), betragen. 

Diese Ergebnisse stimmen vollkommen mit den Resultaten 
iiberein, die ich bei Analysen mittels der umgewandelten Mikro- 
Neumann-Methode erhielt. Auch hier waren ja die Ergebnisse 


1) Biochem. Centralbl. 17, Nr. 16, 20559, 622 und 23, 1915. 
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wrt staal 


bis 1 mg P,O, durchaus befriedigend und wurden bei 0,5 mg 
P,O, zu hoch. 

Eine Erklarung hierfiir ware in der Art denkbar, daB bei 
den verinderten Konzentrationsverhaltnissen bei Anwendung 


Tabelle XXXIV. 
Versuche in salpetersaurer Losung mit NH,NO,-Gehalt. 


I. Versuche mit 1 mg P,O, (5 ccm KH,PO,-Lésung, 1 com = 0,2 mg P,0,). 
Volumen der colorimetrischen Lésung = 100 ccm. 
Vergleichslésung: 7 com Ammoniumsulfatlésung (1 cem == 0,1 mg NH,). 




















mg P,O,: | ath: Boe ks aa 1 

24,0 24,4 23,9 24,5 

23,9 23,9 23,0 24,2 
24,1 24,1 24,0 24,6 
Te 24,4 24,1 24,3 24,3 
a Ablesungen 23,8 24,3 23,8 24,2 
at Brig ‘Alec 24,4 24,3 23,8 24,3 
% 24,0 24,2 23,4 24,4 
We 24,1 24,4 24,0 24,4 
ef 24,0 23,8 24,2 24,3 
ay 24,1 23,4 24,0 24.5 
he Durchschnitt . . 24,08 24,14 23,92 24,37 
f Vergleichslésung 24,7 24,7 24,7 24,7 
" Theor. Ablesung . 24,1 24,1 24,1 24,1 
d Abweichungin®/, | -+ 0,1 — 0,2 + 0,3 — 1,0 


Tabelle XXXV. 
Versuche in salpetersaurer Lésung mit NH,NO,-Gehalt. 


Il. Versuche mit 0,5 mg P,O, (5 com KH,PO,-Lésung, 1 com 0,1 mg P,0,). 
Volumen der colorimetrierten Lésung 50 ccm. 
Verglichen mit Ammoniumsulfatlésung 0,35 mg NH, in 50 ccm. 





38 
ia 
; 


Hl 








mg P,0,:] 05 | 0.5 | 05 05 | 05 | 05 | 05 | 05 


24,1 28,5 23,0 21,5 24,0 22,5 | 24,9 | 21,0 


23.5 23,7 229) 21,8 | 28,9 224 | 248 | 21,1 

241 2338 228 21,0) 241, 227 | 245 !216 

242 235 226 209 240 222/242 21,4 
Perens aero J} 28,6 | 2836 | 23,1 21,1 | 23,7 | 22,6 | 24,7 | 20,9 
sungen - =) 242 238 231 21,0 23,6 23,0 | 24,7 | 208 
23.9 282 23,0 20,7) 23,5 | 228 | 24,9 21,4 
937 234 228 206) 242) 223 248 21,5 


241 286 226) 208 | 24,0 | 22,5 | 24,8 | 21,5 


240 285 229 21,0! 239 226 |246 21,0 
Durchschnitt . .}| 28,94 23,56 22,88 21,04) 28,89) 22,46 24.59) 21,22 
Vergleichslésung | 24,7 | 24,7 24,7 24,7 | 24,7 | 24,7 | 24,7 | 24,7 
Theor. Ablesung.| 24,1 24,1 241 241 | 241 | 24,1 241 | 24,1 
Abweichungin®/, | 0,7 | 2,5 5,0 13,0 09 | 7,0 |—2 | 12,0 


Durchschnittliche Abweichung .... . Fo Peas a 5°, 
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Tabelle XXXVI. 
Versuche in salpetersaurer Lésung mit NH,NO,-Gehalt. 
III. Versuche mit 0,1 mg P,O, (5 cem KH,PO,-Lésung (1 com = 0,02 mg P,O, 
Volumen der Lésung 25 cem. 
Vergleichslésung: Ammoniumsulfatlésung 3 com (1 com = 0,1 mg NH,) 
in 100 ccm Gesamt-Volumen. 




















mg P,O;: 0,1 er | 0,1 0,1 
12,0 11,3 13,4 12,4 
12,3 11,6 13,7 12,6 
me) ORS 13,9 12,7 
12,0 11,6 13,6 12,8 
Ablesungen 13,4 11,4 13,5 13,4 
, ae 11,9 11,0 13,0 12,6 
11,8 11,2 13,2 12,7 
12,2 11,3 13,6 12,7 
12,4 11,7 13,4 12,9 
12,0 11,0 13,6 12,7 
Durchschnitt . . 12,11 11,22 13,29 12,65 
Vergleichslésung 24,7 24,7 24,7 24,7 
Theor. Ablesung . 25,8 25,8 25,8 25, 
Abweichung in °/, 55,0 58,0 48,0 52,0 
Durchschnittliche Abweichung in °), ..... 53,0 


geringer P,O,-Mengen Ammoniumnitrat eingeschlossen wird. 
Diese Annahme wiirde sowohl die zu hohen Werte beim Mikro- 
Neumann, als die zu hohen Ammoniakwerte verstindlich 
machen; daB bei Mengen bis zu 0,1 mg P,O, die Mo-Mengen 
durchaus der Formel entsprechen, konnte ich bei der Mo- 
Ferrocyankaliumcolorimetrie nachweisen. 

Warum bei Mengen von 1 mg ein MitreiBen von Ammonium- 
nitrat nicht fiihlbar, ist nicht ohne weiteres verstindlich. Doch 
muB beriicksichtigt werden, daB die Fallungsbedingungen durch 
Begrenzung auf ein Volumen von 12,5 ccm als Minimalvolumen 
bei geringeren P,O,-Mengen nicht mehr den Neumann- 
Gregersenschen Verhiltnissen entsprechen. 

Versuche, in salpetersaurer Lésung das Ammoniumnitrat 
durch Calciumnitrat zu ersetzen, gaben, wie schon angefiihrt, 
keine Besserung, da gréSere Ammoniummolybdatmengen an- 
gewandt werden muBten, also mehr NH,-Ionen wieder in die 
Lésung kamen. 

Dagegen erhielt ich niemals zu hohe Werte, wenn ich in 
salzsaurer Lésung mit Calciumchloridzusatz, wie oben angegeben, 
arbeitete. 
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Die erhaltenen Ablesungen zahlreicher Versuche habe ich 
hier nicht angegeben, da sie schwanken und noch nicht als 
durchaus zuverlaissig bezeichnet werden kénnen. Gewoéhnlich 
erhielt ich Ablesungen, die 0,5 bis 1 Teilstrich niedriger als die 
theoretischen Ablesungen waren. Die Lésungen waren also 
— ich arbeitete mit 0,5 mg P,O, — um 2 bis 4°/, zu schwach. 
Hiiufig erhielt ich aber Ausfille in Form ganz schwach ge- 
farbter Loésungen. 

Ich méchte also mein Urteil tiber die Ammoniakcolori- 
metrie dahin zusammenfassen, daB sie in salzsaurer Loésung 
sicher ausfiihrbar. Doch ist die Methode in ihrer heutigen 
Form noch nicht praktisch zuverlassig und im kritischen Sinne 
noch nicht ganz abgerundet und bedarf weiterer Durchbildung 
der Technik, die ich mir fiir weitere Arbeit vorbehalten méchte. 











Uber die Bestimmung der Phosphorsiure. ILL 
Die Bestimmung der Phosphorsiure im Phosphorsdure- 
Molybdinkomplex. 2. 
Volumetrisch und sedimetrische Bestimmungsformen. 
Von 
Hans Kleinmann. 

Unter Leitung von Joh. Feigl. 

(Aus der chemischen Abteilung des Allgemeinen Krankenhauses Hamburg- 

Barmbeck), 

(Eingegangen am 5, August 1919.) 


Mit 1 Figur im Text. 


1. Volumetrische Bestimmung. 
a) Makrochemisch. 


Von gré8ter Bedeutung fiir die Bestimmung der Phos- 
phorsiiure, speziell in der physiologischen Chemie erwiesen sich 
die Arbeiten Neumanns’), nach denen es bei Einhaltung be- 
stimmter Bedingungen gelingen sollte, einen Molybdansiure- 
niederschlag bestimmter und konstanter Zusammensetzung zu 
erhalten, der dann durch eine bestimmte Menge Alkali gelést 


und somit volumetrisch bestimmt werden konnte. 

Neumann, der die organische Substanz mit einem Siaiuregemisch 
aus Schwefel- und Salpetersiiure veraschte, kochte das Veraschungs- 
gemisch 5 bis 10 Minuten mit Wasser, wodurch die Hydrolyse kom- 
plexer P,O, Verbindungen bewirkt wurde. Die saure Lisung versetzte 
er nach Verdiinnung mit Ammoniumnitratloésung, so daB sie ca. 10°), 
des Salzes enthielt und, fallte die Ps. in kochender Lésung mit einem 
Uberschu8 an 10°/,iger Ammoniummolybdatlésung, der Niederschlag 
wurde abfiltriert, und was hier wichtig hervorzuheben, mit eiskaltem 
Wasser bis zum Verschwinden der sauren Reaktion gegen Lackmus 
gewaschen. Neumann empfiehlt, das Waschen durch Dekantieren vor- 
zunehmen, damit das Wasser nicht allzulange mit der Hauptmenge des 
Niederschlages in Beriihrung bliebe. 


1) Zeitschr. f. phys. Chem. 37, 115, 1913; 48, 32, 1905. 
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Das Filter wird dann mitsamt dem Niederschlage in einem 
Kélbchen mit einer gemessenen Menge "/,-NaOQH gekocht, bis alles NH, 
volistandig vertrieben ist. Sodann wird nach Zusatz von Phenolphthalein 
mit "/,-H,SO, zuriicktitriert. Die Reaktion verliuft nach Neumann 
genau nach der Formel 2(NH,),PO,-+ 24Mo0,, 4 HNO, + 56 NaOH 
== 24 Na,MoO, +- 4 NaNO, +- 2 Na,HPO, + 2 Na,HPO, + 32 H,O+6NH,. 

Nach dieser Formel entsprechen 1 ccm */,-NaOH 1,268 mg P,O, 
oder 0,553 mg P, welche Zahl in der Literatur als ,Neumannscher 
Faktor* bezeichnet wird. 

Gregersen') unterzog 1906 die Neumannsche Methode einer 
eingehenden Priifung und kam nach einigen Modifikationen, die sich 
auf die Art des Zuriicktitrierens und die Umgehung des Phenolphthalein- 
fehlers bezogen, zu dem Schlusse, daB bei Einhaltung von bei ver- 
schiedenen Ps.-Konzentrationen verschiedener von ihm angegebener Kon- 
zentrationen von H,SO, und NH,NO,, die Neumannsche Methodik 
bis zu Mengen von 1 mg P hinab ganz vorziigliche Resultate ergebe. 

Der gleichen Ansicht schloB sich Woerner®) an, nachdem die 
sichere Handhabung der Methodik bis zu 6 mg P,O,, d. h. bis nahezu 
2 mg P hinabreicht. 

Erst 1914 wurden Einwendungen gegen die Methode laut, als 
Heubner®) mit einer Reihe von mit allen Kautelen der analytischen 
Chemie durchgefiihrten Analysen reinen sekundiéren Natriumphosphates 
hervortrat, aus denen sich ergab, daB die-Phosphatanalyse unter den 
von Neumann und Gregersen gegebenen Vorschriften nur dann 
korrekte Werte liefert, wenn man statt des theoretischen Faktors von 
0,553 einen empirischen von 0,57 benutzt. 

Heubner arbeitete genau nach den Vorschriften Gregersens. 
Doch ist zu bemerken, da er die Filter bis zum Verschwinden der 
Schwefelsiurereaktion wusch und die Filter nicht mit der Lauge kochte, 
sondern den Niederschlag aus ibnen herausléste. Heubner schlieBt 
seine Arbeit mit den Worten, daB er fiir die Abweichung seiner Zahlen 
keinen Grund anzugeben vermag. 

Von Jodidi und Kellog*) wurde 1915 gleichfalls die Neu- 
mannsche Methodik studiert. 

Sie kamen zu dem Ergebnis, daB richtige Ergebnisse mit einem 
Faktor von der GréBe 0,57 zu erzielen seien, doch hinge derselbe von 
der Menge der angewandten Waschfliissigkeit ab, von der sie nicht wie 
Neumann je 3mal 150 cem, sondern nur 8mal 5 ccm gebrauchen. 

Jodidi fiihrte dann als Fehlerquellen den Gehalt der Reagenzien 
an P, die Anwesenheit von CO,, sowie die Wirkung des kochenden 
Alkalis auf das Filtrierpapier an und empfahl, den durch einen blinden 


1) Zeitschr. f. phys. Chem. 53, 453, 1907. 
*) A. Woerner, Zeitschr. f. phys. Chem. 15, 732, 1908. 
8) W. Heubner, diese Zeitschr. 64, 393, 1914. 
*) Journ. Franklin Inst. 180, 349 bis 367, Septbr. 1915. — Journ. 
Americ. Chem. Soc. 37, 1308 bis 1310, (15/2). 
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Versuch ermittelten P-Wert von dem der eigentlichen Analyse ab- 
zuziehen. 

Gegeniiber diesen Feststellungen, daB der Neumannsche Faktor 
zu klein war, war es iiberraschend, daB Taylor und Miller’), die ver- 
suchten, die Neumannsche Methode auf kleinere Phosphorsiuremengen 
zu iibertragen, angaben, daB sie bei ihrer Methodik den Faktor verklcinera 
muBten, um einen zu hohen Ausfall der Resultate zu korrigieren. 

Die genaue Kritik des Taylor und Millerschen Verfahrens werde 
ich bei der Untersuchung des Mikro-Neumann geben, doch sei hier 
vorausgeschickt, da8 die Hauptmodifikationen der genannten Autoren 
in der Umgehung des Filters und der Anwendung der Zentrifuge zur 
Isolierung und Waschung des Niederschlages bestand. Zu diesem Zwecke 
verwandten sie, um ein vollstandiges Herunterzentrifugieren des Nieder- 
schlages zu erméglichen, 50°/, igen Alkohol. 

Hieraus schloB ich, da®B der zu kleine Ausfall 
der Resultate von Heubner und Jodidi hauptsachlich 
auf der Anwendung des Wassers als Waschmittel be- 
ruhte und dieses vielleicht zweckmaBig durch Alkohol 
zu ersetzen sei. 

Als Vorversuch stellte ich einige Analysen nach Heubner an, wusch 
sorgfaltig mit eisgekiihltem Wasser bis zum Verschwinden der H,SO,-Re- 
aktion, vereinigte dann Filtrat und Waschwasser miteinander und gab dann 
ungefahr das gleiche Volumen absoluten Alkohols hinzu. Sogleich trat eine 
deutliche Gelbfarbung ein, der nach einigen Stunden eine deutliche Aus- 
flockung der Ps.-Mo-Verbindung folgte. Hiermit war bewiesen, da8B im 
Wasser die Ps.-Mo-Lésung léslicher als im Wasser-Alkoholgemische war. 
Zu den ausgefiihrten Analysen bediente ich mich folgender Lésungen: 


ct) Bestimmung nach dem bisherigen Verfahren. 
1. KH, PO,-Lésung. 

Dieselbe stellte ich mir durch genaue Verdiinnung aus der im 
Abschnitt I mehrfach analysierten KH,PO, her. Meine Lésung enthielt 
im cem 0,009 98 g P,O, = 0,00436 g P. Von dieser Lésung wurden 10 ccm 
zu jeder Analyse angewandt. 


2. Ammoniumnitratlésung. 


Reinstes Ammoniumnitrat pro anal. Kahlbaum. 190g zu 300 com 
gelést. 
3. Ammoniummolybdatlésung. 


Reinstes Produkt, Kahlbaum. Lésung 10°/,ig. 


4. ®/,-NaOH und H,SO,. 
Es wurden Kahl baumsche Lésungen verwandt. Dieselben wurdes 
mit einer von mir hergestellten genauen®/,-Oxalsiurelésung gepriift und 
genau stimmend befunden. 


1) Taylor und Miller, Journ. of Biolog. Chem. 18, 1914. 
Kiochemische Zeitschrift Band 99. 7 
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5. Alkohol, 50°), ig. 

Dieser wurde durch Verdiinnen reinsten absolutem Alkohols mit 
gleichem Volumen aq. dest. hergestellt. Es zeigte sich jedoch spiter 
beim Mikro-Neumann, da8 ganz geringe Spuren Niederschlages durchs 
Filter gingen und zwar beim Beginn der Alkoholwaschung. Die Schuld 
lag zum Teil am Alkohol (Kahlbaum), der auch einen nicht einwand- 
freien Geruch besa8. Er wurde iiber Kalk mit Kaliumpermanganat in 
der Kialte geschiittelt, von dem er schnell betrachtliche Mengen reduzierte 
und dann destilliert. Der so gereinigte Alkohol erwies sich als brauchbar. 

Da nach den Gregersenschen Angaben in einem Volumen von zirka 
250 cem, 10 cem konz. H,SO,, 15°/, Ammoniumnitrat und bei Analysen 
unter 10 mg P 2 g Ammoniummolybdat enthalten sein sollen, wandte 
ich entsprechend in einem Volumen von 62,5 ccm einen Gehalt von 
2,5 ecm konz. H,SO,, ca. 15°/, Ammoniumnitrat = 15 ccm meiner Lisung 
und 0,5 g Ammoniummolybdat = 5 ccm meiner Lésung an. 

Die Lésung wurde nach ihrer Zusammensetzung erhitzt, bis sie 
begann Blasen zu werfen, dann wurde durch Zusatz der Ammonium- 
molybdatlésung die Ps. gefallt. Der Niederschlag wurde durch S-S 589 
Blaubandfilter filtriert, mit eisgekiihltem Wasser bis zum Verschwinden 
der H,SO,-Reaktion gewaschen, wozu entgegen der Angabe Jodidis 
ca. 7 bis 8maliges Waschen mit je 20 ccm erforderlich war. 

Zu dem Niederschlag mitsamt dem Filter wurden 11 ccm */,-NaOQH 
gefiigt, etwas H,O hinzugegeben, gekocht, bis kein NH, mehr entwich, 
Phenolphthalein hinzugefiigt, mit "/,-H,SO, angesaduert, zur Entfernung 
der CO, erhitzt, mit */,-NaOH bis zum Umschlag zuriicktitriert und 
dann die vollstindige Entfernung der CO, durch nochmaliges Ansiuern 
mit Riicktitration gepriift. Dies muBte gewéhnlich 2- bis 3mal wieder- 
holt werden, bis der zugegebenen Séuremenge die gleiche Menge NaOH 
bei der Riicktitration entsprach. Folgende Tabelle zeigt die Ergebnisse. 


Tabelle XXXVII. 


Titration nach Neumann-Gregersen. 





Gef. P i 














Angewandte | 
Nummer 9 he | Gebr. NaOH | Faxtor lo 
g ccm g 
1 0,00436 | 7,6 | 0,575 | 0,00487 100,2 
2 0,00436 7,55 | 0,575 | 0,00484 99,5 
3 0,00436 7,6 | 0,575 | 0,00437 100,2 
4 0,00436 | 4,¢ | 0,575 0,00443 101,6 
5 0,00436 7,5 0,575 | 0,00431 98,9 
6 0,00486 7,6 0,575 | 0,00437 100,2 
7 0,00436 7,4 0,575 0,00426 96,3 





Diese Tabelle bestiatigt die Angaben Heubners. Der theoretische 
Faktor wiirde zu kleine Mengen liefern. Brauchbare Werte erhalt man 
aber bei Anwendung des Faktors 0,575, mit dem auch Heubner die 
besten Werte erhielt; Heubner lieB diese dritte Stelle des Faktors aber 
infolge Unsicherheit bei der Angabe des Faktors fort. 
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f) Titration nach Abanderung des Verfahrens. 


Da nun die Verwendung eines empirischen Faktors stets 
eine Unsicherheit in sich birgt, Schwankungen der Werte aber 
auch bis zu 2,7°/, vorkamen, wurde versucht, durch Ersatz 
des Wassers als Waschmittel durch 50°/,igen Alkohol den 
Fehler der Léslichkeit des Niederschlages auszuscheiden. 

Die Fallungen wurden genau so hergestellt wie die obigen, nur 
wurde nach der Fallung zu jeder Analyse 10 ccm abs. Alkohol hinzu- 
gefiigt. Der zum Waschen verwendete 50°/,ige Alkohol wurde durch 
Eis gekihlt. Es war zu beobachten, daB, wenn der Alkohol beim 
Waschen zu der abfiltrierten Mutterlauge floB, sich eine weiBe Fallung 
bildete (MoO,?), die sich ringférmig zwischen beide Fliissigkeiten legte. 
Auf diese Erscheinung, die in ahnlicher Form weiBer Schleier schon von 
Taylor und Miller beobachtet wurde, werde ich beim Mikro-Neu- 
mann noch zuriickkommen. 


Tabelle XXXVIII. 


Titration nach Abanderung des Verfahrens. 








Angewandte | y | ; > 
Nummer | P-Menge Verbr. NeOH Faktor | Gef. I o, 
g ecm g 
1 0.00486 | 7,8 0,533 0,00431 98,9 
2 0,00436 | 7,85 0,533 0,00435 99,7 
3 0,00436 7,82 0,533 0,00432 99,1 
4 0,00436 | 7,85 0,533 0,00435 99,7 
5 0,00436 | 7,9 0,533 0,00437 100,2 
6 0,00436 7,9 0,533 0,00437 100,2 








Diese Versuche beweisen, daB die Abweichungen 
des empirischen vom theoretischen Faktor auf die 
Léslichkeit des Phosphorammoniummolybdates im 
Wasser zurickzufiihren sind. Bei Anwendung von 
50°/,igem Alkohol als Waschmittel lassen sich unter 
Anwendung des theoretischen Faktors véllig befrie- 
digende Ergebnisse erzielen. 


b) Der Mikro-Neumann. 

Wenngleich die Trennung zwischen Makro- und Mikro- 
Neumann eine willkiirliche ist, empfiehlt sie sich trotzdem, 
da zur Bestimmung von GroBen von rund 1 mg P und weiter 
hinunter grundlegende Anderungen in der Technik vor- 
geschlagen sind. 


Versuche, die Neumannsche Methodik auch auf die Bestim- 


mung kleiner P-Mengen auszudehnen, stammen von Taylor und 
7* 

















100 H. Kleinmann: 


Miller‘) und stiitzen sich vorziiglich auf Anwendung der Zentrifuge 
zur Isolierung und Waschung des Niederschlages. 

In der urspriinglichen Form ihres Verfahrens verwandten die 
Autoren als Mo-Reagens eine Lésung von 10°/, igem Ammoniummolybdat 
in 2,5°/,iger Schwefelsaure. 

Die trocken veraschte Substanz, die mit 5 ccm verdiinnter Schwefel- 
siure aufgenommen wurde, wurde mit ca. 3 ccm Wasser in ein 50-ccm- 
Zentrifugenglas gespiilt, mit festem Ammoniumnitrat versetzt, so da8 
ihr Gehalt an diesem Salz 15 bis 20°/, betrug, im Wasserbad erhitzt 
und mit 5 cem des Mo-Reagenses versetzt. 

Da ein direktes Zentrifugieren des Niederschlages nicht médglich 
war, da er nicht nur an den Wianden des Glases haftete, sondern in- 
folge der Oberflachenspannung auf der Oberfliche der Fliissigkeit blieb 
und sich nicht herunterzentrifugieren lieB, setzten Taylor und Miller 
einige Male abs. Alkvhol hinzu und wuschen spiiter nach AbgieBen der iiber- 
stehenden alkoholischen Mutterlauge mehrere Male mit 50°/,igem Alkohol. 

Auf diese Weise wollen sie stets vollstandiges Herunterzentrifugieren 
des Niederschlages erzielt haben. Der Niederschlag wurde mit ®/,.-NaOH 
aufgenommen und nach Wegkochen des NH, im Sandbade (anfanglich 
dampften sie die Lésung bis zur Trockne ein) mit */,,-H,SO, titriert. 
Die Ergebnisse fielen stets etwas zu hoch aus. 

In einer spaiteren Arbeit®) verbessern sie ihre Arbeit dahin, da8& 
sie eine wiBrige Lésung des Molybdats verwenden, und die Lésung nicht 
schwefelsauer, sondern salpetersauer machen. Der Einflu8 der Siure 
ist ein geringer. Bedeutend aber der Uberschu8 des Reagenses. 

Raper hat auf Grund seiner Mo-Bestimmung als Blei-Molybdat 
behauptet, daB der Ps.-Niederschlag Mo mitrei8t. Taylor und Miller 
fanden bei bedeutendem Uberschu8 an Reagens den Phosphorgehalt 
bis zu 14°), zu grol, wihrend sie bei Anwendung von 2 ccm ihres Rea- 
genses eine Erhéhung der Werte von 1 bis 5°/, angaben. Weiter ver- 
besserten sie ihr Verfahren, indem sie das vollstindige Eindampfen der 
alkalischen Lésung zum Zwecke der Ammoniakentfernung als fehlerhaft 
bezeichneten. 

Schien es anfanglich, als ob die Taylor und Millersche 
Methodik zur Bestimmung der Ps. in kleinen Mengen ganz 
vorziiglich geeignet sei — zur Korrektion der etwas erhéhten 
Werte rundeten sie den Faktor 0,000 2543 auf 0,00025 ab — 
so mu8 ich auf Grund zahlreicher Versuche sie als durchaus 
ungeeignet, ja fehlerhaft bezeichnen. 

Auf Grund meiner Ergebnisse der Ps.-Bestimmung mittels 


der Ferrocyankaliumcolorimetrie kann ich bestiatigen, daB der 
1) Taylor und Miller, Journ. of Biolog. Chem. 18, 1914. 
*) A. E. Taylor und C, W. Miller, Journ. of Biolog. Chem. 21, 
255 bis 266, 1915; s. a. Chem. Centralbl. 2, 758, 1915. 
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Mo-Gehalt des Komplexes etwas zu hoch ist. Diese Vermehrung 
spielt aber bei GréBen von 1 mg P keine Rolle, was aus den 
nimlichen Versuchen hervorgeht. 

Sie wird erst bedeutsam bei GréSenordnungen von zirka 
0,05 mg P,O,, die rund 0,02 mg P entsprechen. 

Viel bedeutsamer ist das MitreiBen von Ammoniumnitrat 
das, wie ich bei der Bestimmung des NH, im Komplexe nach- 
wies, auBerst wahrscheinlich. 

Dieser Einflu8 beginnt aber ebenfalls erst bei GréBen von 
0,5 mg P,O, hervorzutreten, was deutlich aus meinen Ammoniak- 
bestimmungen hervorgeht und sich auch mit der Tatsache 
deckt, daB der nach meinen Angaben gehandhabte Mikro- 
Neumann bei 1 mg P,O, noch exakte Werte liefert, waihrend 
er bei P, 5 mg versagt. 

Die etwas zu hohen Werte Taylor und Millers, die 
aber im allgemeinen sich den richtigen Werten nahern, sind 
meiner Ansicht nach einer unvollstindigen Fehlerkompensation 
zuzuschreiben. 

Denn einmal wird durch den Zusatz von abs. Alkohol zu der 
Mutterlauge des Ps.-Mo-Komplexes eine weiBe Triibung hervorrufen, die 
wahrscheinlich eine Mo-Verbindung (MoO,?) ist; diese Erscheinung ist 
schon von Taylorund Miller beobachtet worden, weshalb die Autoren 
versuchten, den weiBen Schleier mechanisch(!) zu entfernen. Diese Ent- 
fernung kann natiirlich nur unvollkommen sein und muB8 zu hohe Werte 
liefern, welche Erklarung auch mit der Tatsache, da8 bei gréBerem Mo- 
Uberschu8 auch bedeutend zu hohe Werte gefunden wurden, gut iiber- 
einstimmt. 

Die Annaherung an den richtigen Wert wird nun dadurch 
erhalten, daB8 die Anwendung der Zentrifuge als Isolierungs- 
form stets, wie aus meinen Versuchen hervorgeht, von Ver- 
lusten an Substanz begleitet ist. Es ist, wie ich mich durch, 
zahlreiche Zentrifugierungen iiberzeugt habe, nicht médglich, 
zumal bei den ersten Waschungen, die Substanz véllig her- 
unter zu zentrifugieren. GieBt man die Fliissigkeit wie Tay- 
lor und Miller einfach ab, so verliert man die an und fiir 
sich geringen, durch ihre Hiufung doch eine Rolle spielenden 
Substanzmengen. Aber auch bei dem Absaugen der Fliissig- 
keit mittels einer Pipette ist es bei der Feinheit und der 
Neigung zum Aufwirbeln des Niederschlages nicht méglich, 
Verluste zu vermeiden. 


Seine ateecg oan te tie eaecme tates et md tame teas aie te 
r Lee cee dishes a asia 


beget? ere Wigs 


a 





Lee 


aw oy 


a 


tren, 


ae 


: 
Y 
f 
¥ 














102 H. Kleinmann: . 


Ich werde diese Behauptung durch meine Versuche be- 
legen. Des weiteren ist aber auch an und fir sich der Ge- 
brauch der Zentrifuge als Isolierungsform beim Ps.-Mo-Komplex 
nicht ratsam, denn die Ersparnis an Arbeit und die Schnellig- 
keit des Waschens, die bei anderen Niederschlagen mit ihrer 
Hilfe erzielbar, wird nichtig durch die Eigenschaften des Ps.-Mo- 
Niederschlages. 

Da dieser bei jedesmaligem Zentrifugieren erst sorgfaltig 
mit einer Gummikappe losgerieben werden muB, Kappe und 
Wande abgespiilt und die klare Fliissigkeit nach dem Zentri- 
fugieren auBerst vorsichtig abgesaugt werden muB, so ist die 
Arbeit, da hierzu noch die genaue Tarierung der Glaser und 
die Bedienung der Zentrifuge hinzukommt, eine recht betracht- 
liche und kann keineswegs als Nebenarbeit ausgefiihrt werden, 
wie dies eventuell bei dem Waschen eines Filters méglich. Zu- 
dem ist bei Anwendung von 50-ccm-Glasern eine sehr betracht- 
liche Menge Alkohol zum Waschen nétig, wahrend das Aus- 
waschen eines Filters sich weit sparsamer vornehmen 1aBt. 

Ich behielt daher unter Anwendung entsprechender L6- 
sungen und Volumina die Technik des Makro-Neumann bei 
und erzielte damit bei Mengen von 1 mg P,O, = 0,436 mg P, 
also GréBen, die um rund 50°/, unter den von Taylor und Miller 
angewandten liegen, sehr gute Resultate. Allerdings machten 
sich anfangs St6érungen in Form zu hoher Resultate fihlbar, 
die sich auf Einwirkung der kochenden Laugen und Sauren 
auf die Filter zuriickfiihren lieBen. Bei Anwendung "/,-Lésungen 
war der Fehler kaum bemerkbar, da er ca. 0,3 ccm "/,,-Lauge 
entsprach. Es wurden zur Ermittlung der Fehlerquellen die 
angewandten Filter S:S 589, 7 ccm Durchmesser Blauband, 
erst mit 10 ccm "/,,-NaOH und dann nach Ansaduern mit 
n/,-H,SO, in der sauren Lésung gekocht und diese dann zu- 
riicktitriert. 

Von Interesse war, daB bei Anwendung von Phenolphthalein als 
Indicator sich eine zu groBe Menge Lauge zu Einstellung notwendig 
machte, wahrend bei Anwendung von Kongo kein EinfluB des Filters 
auf die Titration merkbar wurde. Da eine Absorption von Koblenséure 
durch das Filter nach Kochen in saurer Lésung wenig wahrscheinlich, 
ist anzunehmen, da8 durch Einwirkung der verseifenden Agenzien auf 
die Cellulose Stoffe ahgespalten werden, die auf Phenolphthalein einzu- 
wirken imstande sind. 
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Aus diesen Versuchen ergab sich die Notwendigkeit, bei Titrationen 
mit ®/,)-Lauge den Niederschlag aus dem Filter herauszulésen. Die an- 
gewandten Liésungen waren die gleichen wie beim Makro-Neumann, 
nur verwandte ich.*/,.-NaOH und H,SO,, die ich mir durch Verdiinnung 
der genauen */,-Lésungen herstellte. Den Gregersenschen Angaben 
entsprach bei einem Fliissigkeitsvolumen von 25 ccm, 0,2 g Ammonium- 
molybdat, 1 ccm konz. H,SO, und 15°/, Ammoniumnitrat. 

Ich verwandte daher zu meinen Fallungen, 10 com KH,PO,-Lésung 
{1 ccm = 0,0000998 P,O, = 0,0000486 P, durch Verdiinnung meiner 
analysierten KH,PO,-Lésung hergestellt), 6 com meiner Ammoniumnitrat- 
lésung (190 g zu 300 ccm gelést), 1 cem H,SO, (auf Reinheit gepriift), 
6 ccm H,O und fiallte mit 2 ccm 10°/,iger Ammoniummolybdatléisung 
in der Siedehitze. 

Zu den Fallungen wurden, nachdem sie etwas abgekihlt waren, 
je 2 ccm abs. gereinigten Alkohols gegeben. Filtriert wurde durch 
S:8 589 Blaubandfilter und bis zum Verschwinden der H,SO,-Reaktion 
mit 50°/,igem (Vol.-Proz.) Eis gekiihlten Alkohol gewaschen. 


Tabelle XXXIX. 
Titration von 0,998 mg P,O, mittels Filter und Mitkochen desselben. 














Angewandte Zahl der la 
Nummer| P-Menge | "/,)-NaOH — Faktor Gefuad. P *lo 
g ccm mg | 

1 0,436 8,25 0,0553 0,456 104, 
2 0,436 8,30 0,0553 | 0,459 105,3 
3 0,436 8,40 0,0553 | 0,465 106,5 
4 0,436 8,25 0,0553 0,456 104,6 
5 0,436 8,35 0,0553 0,462 105,9 
6 0,436 8,40 | 0,0553 0,465 106,5 
7 0,436 8,30 | 0,0553 | 0,459 105,3 
8 0,436 8,25 | 0,0553 0,456 104,6 


i. Filter S:S 589, 7 ccm Durchmesser Blauband, ad retinenda 
praecipitata difficillima mit 10 ccm ®/,-NaOH gekocht, mit 15 ccm °/,)- 
H,SO, angesaiuert, gekocht, zuriicktitriert mit*/,.-NaOH. Bei Titrationen 
mit Phenolphtalein nochmaliges Ansiuren mit 1 ccm ®/.)-H,SO,, Riick- 
i tration usw., bis 1 com H,SO, durch 1 com NaOH neutralisiert wird. 

















Tabelle XL. 
a) Titration mit Kongorot als Indicator. 
Versuch 1f2{s [4 {5 ]{¢6 {7/8 
= — —————————————————————— 7 —— —————————S———————— = a eee ed T 
*/o-NaOHincem| 15 | 15 | 15 | 15 |14,95| 15 | 14,95! 15 
"/o°H,SO0,» » | 15 | 15 | 15 | 15 | 15 | 15 | 15 | 15. 
Differenz ...]| 0 | 0 | 0 | 0 | 005) 0 | 005 0 




















104 H. Kleinmann: 


Tabelle XLI. 
b) Titration mit Phenolphthalein als Indicator. 











Versuch 22a 2 6 eee ee eee. 


Se See 


*/ao-NaOH in com] 14,3 | 13,5 | 13,3 | 13,4 | 13,3 | 13,5 | 1 
1 








3,4 | 13,5 
3,0 | 18,0 
04 | 0 


Differenz . . .| 0,3! 0,5 | 


| 
"/eo-H,SO, » » | 14,0| 13,0 | 13,0 | 13,0 | 13,0 | 13,0 | 
| 


| 
03 | 00 | 03 | 05 | 





Tabelle XLII. 


Analyse'von 0,436 mg P durch Herauslésen des Niederschlages aus dem Filter. 























Angewandte | Verbrauchte | | Gef. P 

Nummer] P-Menge | %/,.-NaOH | Faktor 493 %. 
mg com mg 

1 0,436 | 7,9 | 0,0553 | 0,437 100,2 

2 0,436 7,9 | 0,0553 0,437 100,2 

B) 0,436 | 7,9 | 0,0553 | 0,431 98,9 

‘ 0,436 | 7,9 0,0553 | 0,487 100,2 

5 0,436 | 7,9 | 0,0553 | 0,437 100,2 

6 0,436 | 7,8 | 0,0553 0,431 98,9 


Tabelle XLIII. 


Analyse von 0,218 mg P durch Herauslésen aus dem Filter. 

















Angewandte Verbrauchte | | Gef. P 

Nummer} P-Menge | "/,-NaOH | Faktor | : dB 
eg mg | com | | mg 

T a op ee te So 

1 0,218 | 9,5 | 0,02765 | 0,263 120,5 

2 0,218 =| 9,3 | 0,02765 | 0,257 118,0 

3 0,218 | 9,4 | 0,02765 | 0,260 119,2 

4 0,218 =| 9,2 | 0,02765 | 0,254 116,7 

5 0,218 | 9,5 ; 0,02765 | 0,263 120,5 

6 0,218 93 | 0,02765 0,257 118,0 


Tabelle XLIV. 
Analyse von 0,218 mg P durch Anwendung der Zentrifuge. 























Angewandte | Verbrauchte Gef. P 
Nummer} P-Menge | "/,,-NaOH | Faktor | of, 
mg | ecm mg 
1 0,218 7,0 0,02765 | 0,194 88,8 
2 0,218 7,0 0,02765 0,194 88,8 
3 0,218 6,3 0,02765 | 0,174 79,9 
4 0,218 78 | 0,02765| 0,216 98,9 
5 0,218 | 7,1 0,02765 | 0,197 90,2 
6 0,218 7,2 | 0,02765 0,199 91,4 


Wie die Versuche zeigten, lieferten die Titrationen, bei 
denen das Filter mitgekocht wurde, zu hohe Werte. Diese 
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lieBen sich zuriickfiihren auf die Einwirkung der verseifenden 
Reagenzien auf das Filtrierpapier, das als solches eine Menge Lauge 
von 3 bis 5 ccm ®/,, verbraucht, um welche GroBe ungefahr die 
zu hohen Filtrationen von den theoretisch richtigen abwichen. 

DemgemaB gaben eine Reihe Titrationen, bei denen der 
Niederschlag aus dem Filter herausgelést wurde, sehr gut 
stimmende Resultate. Der Niederschlag léste sich auf dem 
Filter leicht, wenn man die mit einer Pipette gemessene Lauge 
langsam Tropfen fiir Tropfen auf den Rand des Filters fallen 
lieB. Das Filter wurde dann sorgfiltig mit Wasser nachge- 
waschen. Versuche, mit den angewandten P-Mengen (0,436 mg 
P—0,998 P,O,) weiter herunterzugehen, gelangen nicht. Die 
Resultate wurden bis um 20°/, zu hoch. Diese Erscheinung 
stimmt vollkommen mit den Resultaten der Ammoniakcolori- 
metrie iiberein, die auch bei 0,998 mg P,O, gute Werte lieferte 
und bei der halb so groBen Menge viel zu groBe Zahlen er- 
gab. Sie ist also wahrscheinlich auf Einflu8 von Ammonium- 
nitrat zuriickzufiihren, da die Mo-Mengen sich bei dieser 
GréBenordnung nur geringfiigig gesteigert erwiesen. 

Die Anwendung der Zentrifuge fiihrt, wie aus der letzten 
Versuchsreihe hervorgeht, zu bedeutenden Substanzverlusten. 


2, Die sedimetrische Bestimmung der Phosphorsaure. 


Der Gedanke, die Ps. aus der Volumenmenge zu bestimmen, 
die der Ps.-Mo-Komplex nach seiner Bildung und Abzentri- 
fugierung in einem graduierten Rohre einnimmt, ist schon in 


der alteren Literatur zu finden. 

So ist von C. Reinhardt‘) eine Methode entworfen, um Mengen 
unter 1 mg P als von rund 0,023 g P,O, bei chemischen Eisenunter- 
suchungeu zu bestimmen. 

Er zentrifugierte den Ps.-Mo-Komplex in SchleudergefaBen, die 13 com 
lang waren.und eine lichte Weite von 35 mm besaBen. Nach oben 
gehen dieselben in einen kurzen Hals von 15 mm Weite iiber, nach 
unten in eine 20 mm langes kalibriertes Réhrchen von 2,5 mm Weite 
iiber. Diese Methode diente in angegebener Form wohl aber nur mehr 
einer angenaherten Schitzung der P-Mengen, als einer genauen Bestimmung. 

Als Schnellmethode, bei der es nicht auf groBe Genauig- 


keit ankommt, ist sie zweifellos verwendbar, sowohl aber was 


1) C. Reinhardt, nach A. A. Blair (ibers. v. C. Rurup), Chem. 
Unters. d. Eisens, 8. 65 bis 82, spez. 80. 
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Schnelligkeit der Bestimmung, wie Genauigkeit der Analyse 
betrifft von cvlorimetrischen Methoden, speziell der Vanadin- 
Colorimetrie (siehe diese) iibertroffen. 

Wenn aber eine genaue Analyse der Ps. notwendig, so ist 
diese mit Hilfe der Neumannschen Titrationsmethode, speziell 
mittels des umgewandelten Mikro-Neumanns bis zu Mengen 
von 1 mg P,O,, also einer GréBe, die die Reinhardtsche 
Methodik nicht mehr faBt, leicht und genau ausfiihrbar. 

Fiir makrochemische Verhaltnisse ist also die Bestimmung 
der Ps. aus dem Volumen des Ps.-Mo-Komplexes als nicht be- 
sonders empfehlenswert zu bezeichnen. Ganz anders aber 
liegen die Verhaltnisse in mikrochemischer Hinsicht. 


Es ist das groBe Verdienst Hamburgers’), auf die Brauchbarkeit 
der Volumenbestimmung eines Niederschlages fiir mikrochemische Zwecke 
hingewiesen und die Methodik in ihren allgemeinen Grundziigen, sowie 
zur speziellen Bestimmung kleiner Kalium- und SO,-Mengen durch- 
gearbeitet zu haben. 

Hamburger nennt seine Methodik eine mikro-volumetrische. Da 
aber der Name Volumetrie bereits fiir die MaBanalyse vergeben ist und 
fiir dieselbe auch Mikromethoden geschafien sind, so ist die Bezeichnung 
eine nicht eindeutige und daher ungeeignete. Ich schlage daher, da es 
sich um eine Analysenmethodik handelt, die sich auf der Bestimmung 
eines Sedimentes aufbaut, fiir alle Analysen, deren Grundlage die Volumen- 
bestimmung eines Niederschlages bildet, den Namen ,Sedimetrie“ vor. 

Hamburgers Methodik zur Bestimmung kleiner Kalium- und 
Schwefelsiuremengen war nun folgende: 

Er versuchte Niederschlige der Substanzen unter Bedingungen 
herzustellen, die stets die gleiche Krystallgré8e lieferten. 

Wenn dies gelungen, wurde der Niederschlag in SchleudergefaBe ge- 
bracht, die Hamburger ,Chonohimatokrit“ benannte. Diese bestehen 
aus einem kelchférmigen GefaB von ca. 2,5 cem Inhalt, der sich nach unten 
in einen starkwandigen capillaren Stiel fortsetzt, der bei einer Lange von 
57 mm einen Inhalt von 0,04 ccm hat und unten zugeschmolzen ist. 

Der capillare Teil ist kalibriert und zwar in 100 Teile, so daB das 
Volumen zwischen zwei Teilstrichen 0,0004 ccm entspricht. Nach Fillung 
des capillaren Teiles des Chonohimatokriten mit der Mutterlauge der 
gefillten Substanz wird diese selbst unter Einhaltung bestimmter Vor- 
sichtsmaBregeln, die Hamburger angibt, in den trichterfoérmigen Teil 
des GefaiBes gebracht, und dieses dann mittels einer Zentrifuge, die 
3000 Touren leistet, zentrifugiert. Der Niederschlag bildet dann in dem 
capillaren Hals des Haimatokriten eine Saéule, deren Hohe bis zu ihrer 
Konstanz zentrifugiert, und dann an der Kalibrierung abgelesen 





1) H. J. Hamburger, diese Zeitschr. 71, 415 bis 63, 1915. 
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werden kann. Hamburger’) gelang es nun, die Technik der Methodik 
so auszuarbeiten, daB er nachweisen konnte, daB das Volumen des 
Bariumsulfates, sowie das Volumen des Kaliumhexanitrokobaltes, welche 
Verbindung er zur Fallung des K’ benutzte, proportional der angewandten 
H,SO,- oder Kaliummenge war. 

Die Schwierigkeit der Methode bestand, nachdem die technische 
Grundlage geschaffen, darin, die Bedingungen zu ermitteln, unter denen 
bei verschieden groBen Substanzenkonzentrationen die gleichen Krystall- 
gréBen entstehen. 

Dies gelang besonders fiir das BaSO, nur sehr schwierig. Ham- 
burger fand, was ich spater unabhangig von ihm auch bei der Nephelo- 
metrie feststellte, daB die GréBe der gefillten Teilchen bei verschiedenen 
Konzentrationen um so gleichmaBiger ist, je schneller die Vermischung 
der reagierenden Stoffe erfolgt. Er konstruierte daher einen Apparat, 
der mechanisch diese Vermischung vornehmen sollte. Spater fand er, 
daB beim BaSO, sich die Anwendung des Mischapparates umgehen laBt, 
wenn den zu fallenden Stoffen einige Tropfen Aceton zugesetzt werden. 
Die Diskussion dieser Erscheinung, sowie genaue Angaben iiber die 
Methodik, s. die Originalarbeiten des Verfassers*). 

Fir mich kam es darauf an, zu versuchen, ob die Prinzipien 
der Methodik sich auf den Ps.-Mo-Komplex iibertragen lassen. 

Nach einer Reihe von Versuchen gelang es mir, die Be- 
dingungen zu ermitteln, unter denen sich eine gleiche Krystall- 
gr6Be des Niederschlages bei verschiedenen P,O,-Konzentrationen 
erzielen lat. Nach Anpassung der Technik an die speziellen 
Eigenschaften der Ps.-Mo-Verbindung, konnte ich weiter nach- 
we sen, daB vollkommene Proportionalitat zwischen dem Volumen 
des Ps.-Mo-Komplexes und dem Ps.-Gehalt besteht, und konnte 
dann die Reichweite sowie die FehlergréBe der Methodik festlegen. 

SchlieBlich untersuchte ich dann noch den Einflu8 fremder 
Substanzen auf die Krystallgr68e und somit auf das schlieB- 
liche Volumen der Ps.-Mo-Verbindung. 

Meine Untersuchung zerfallt in zwei Teile, nimlich die Her- 
stellung der Ps.-Mo-Verbindung und die sedimetrische Bestimmung 
derselben, die in dieser Reihenfolge besprochen werden sollen 


a) Herstellung der Phosphorsaure-Molybdanfallung. 


Zuerst stellte ich einige rohe Vorversuche an, mit Hilfe derer ich 
feststellte, daB die Volummengen, die zur Messung in den Ham- 
burgerschen Hamatokritroéhrchen in Frage kimen, durch Fallung von 


1) H. J. Hamburger, diese Zeitschr. 74, 414, 1916; 77, 168, 1916; 
10, 221, 1917. 
*) H. J. Hamburger, l. c. 
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ca. 1 mg P,O, zu erhalten seien. Sodann versuchte ich, die Fallung in 
Lésungen gemi8 den Gregersenschen Konzentrationsverhiltnissen vor- 
zunehmen, da ich die richtige Zusammensetzung der Ps.-Mo-Verbindung 
durch die Ergebnisse der Titrationen nach der umgewandelten Mikro- 
Neumann-Methode, sowie nach den Ergebnissen meiner Ferrocyan- 
kalium Mo-Colorimetrie fiir gesichert ansehen konnte. 

Ich stellte daher, um im Verhiltnis der Konzentrationen zu bleiben 
und kein zu groBes Fliissigkeitsvolumen anzuwenden, Fillungen von 
0,5 mg P,O, in 12,5 com Gesamt-Volumen in derselben Weise her, wie 
ich die Fillungen in diesem Volumen bei der Ubertragung der Mo-Ferro- 
eyankal.-Colorimetrie auf den Ps.-Mo-Komplex (s. d.) vorgenommen hatte. 

Ich fallte also auch in der Hitze. 

Bei dieser Arbeitsweise fand ich das Volumen gleichzeitig an- 
gestellter Parallelversuche sehr stark voneinander abweichend. Auch 
bei vollkommen gleichmiBiger Behandlung war es nicht méglich, gleiche 
Niederschlagsvolumen in gleich konzentrierten Loésungen zu erhalten. 

Nunmehr machte ich mir dieBeobachtungH eu b ners‘) zunutze,der fest - 
gestellt hatte, daB Ps. durch Mo quantitativ bei 37° gefallt wird. Heubner 
benutzte dieses Verhalten zur Trennung anorganischer Ps. von Ps.-Estern. 

Ich fallte nun die Ps. bei 37°, indem ich die Reagenzien kalt 
mischte und die Lésung 24 Stunden: im Brutschrank lieB. Da sich 
auch hierbei UnregelmaBigkeiten herausstellten, versuchte ich die Fallung 
bei Gegenwart von Stoffen vorzunehmen, die die Oberflichenspannung 
beeinflussen und arbeitete wie Hamburger mit Aceton in verschiedenen 
Mengen sowie ‘mit Alkoholzusitzen. 

Aceton hat in gréBerer Menge die Neigung, den Komplex zu 
lésen, da sich die acetonhaltige Fliissigkeit gelb gefirbt erwies. In 
kleineren Mengen wirkt es nicht so gut wie Alkohol. 

Bei Anwesenheit von 3 ccm absoluten Alkohols 
in 12,5 cem Gesamtvolumen gelang es naimlich, auch 
bei verschiedenen Konzentrationen der P,O, voll- 
standig gleiche Krystallgr6Be und daher auch pro- 
portionale Niederschagsvolumina zu erreichen. 

Die Herstellung des Ps.-Mo-Komplexes gestaltete sich daher wie folgt : 

Zu 5cem KH,PO,-Lés. (es wurden verschiedene Verdiinnungen 
meiner KH,PO,-Stammlésung benutzt) werden 3 com Ammoniumnitrat}. 
(190 g Ammoniumn. zu 300 ccm gelést), 0,5 com konz. H,SO, und 1 ccm 
10°/,ige Ammoniummolybdatlésung gegeben. Hierzu wurden 3 ccm 
absoluten Alkohols gefiigt, die Lésung gut durchmischt und fiir 
18 Stunden im Brutschrank bei 37° stehen gelassen. 

Die Fallung wurde in 50-ccm-Jenenser Becherglaisern vorgenommen. 

Nach angegebener Zeit findet man den Niederschlag ziemlich fest 
am Boden und an den Wandungen des Becherglases sitzend, wahrend 
die iiberstehende Mutterlauge klar und farblos ist. 


1) W. Heubner, diese Zeitschr. 64, 401, 1914. 





Die Bestimmung der Phosphorsaure. III. 109 


b) Die sedimetrische Bestimmung. 


Um seine Himatokritréhrchen zu zentrifugieren, verwendet 
Hamburger eine Zentrifuge mit besonderem fiir die Himato- 
krite passenden Gestell. Um nun unsere Zentrifugen deren 
SchleudergefaBe in Bechern stehen, zur Zentrifugierung der Ha- 
matokritréhrchen zu benutzen, wandte ich ein einfaches Mittel an, 
das zum Gebrauch fiir gleiche Falle hier angefiihrt werden soll. 


Ich lieB mir cylindrische Holzklétze 
drehen, die genau in die Becher der Zentri- 
fuge hineinpaBten. 

Dieselben waren 8,5 cm lang und hatten 
einen Durchmesser von 2,5 cm. 

Diese Holzklétze wurden zentral durch- 
bohrt, derart, daB die Bohrung des oberen 
Endes so weit und tief vorgenommen wurde, 
daB sie das TrichtergeféB des Haimatokriten 
aufnehmen konnte. 

Fiir den capillaren Teil des Rohrchens 
war nur eine engere Fortsetzung der weite- 
ren Bohrung notwendig. Die weite Bohrung 
hatte einen Durchmesser von 2,1 cm, die 
engere einen solchen von 0,6 cm. Die Tiefe 
der weiten Bohrung war so gewahlt, daB die 
Trichter der Himatokritréhrchen einige Milli- 
meter den Rand des Cylinders iiberragten, 
die Lange des ganzen Holzcylinders derart, 
daB der capillare Teil des Hamatokriten nicht 
aus ihm herausschaute. 

Die nebenstehende Zeichnung zeigt den 
Cylinder mit Himatokrit im Durchschnitt. 

Die Bohrungen des Klotzes miissen so 
angelegt sein, da8 das Réhrchen iiberall freien 
Spielraum hat und nirgends klemmt. Sein 
Trichter mu8 frei auf der Verjiingung der 
weiten Bohrung ruhen. Fig. 3. 

Um auch ein umgekehrtes Zentrifugie- 
ren der Hamatokriten, das von Hamburger zur Trocknung des capil- 
laren Teiles empfohlen wurde, zu ermdéglichen, lieB ich mir gleiche Klétze 
anfertigen, die sich nur darin von den angefiihrten unterschieden, daB 
die weite Bohrung so tief vorgenommen wurde, daB der Trichter des 
Hiimatokriten von dem Klotz iiberragt wurde. Uber die obere Offnung 
der Bohrung wurde ein flacher Riegel aus Metall angebracht. 

Mit diesen Klétzen konnte man die Himatokriten nach SchlieBen des 
Riegels auch umgekehrt, d. h. mit dem Becher nach unten, zentrifugieren. 

Der capillare Stiel konnte hierbei ruhig den Klotz iiberragen. 
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Das Arbeiten mit dem Hamatokriten gestaltete sich nun 
folgendermaBen: 


Zuerst wurden dieselben nach H.s Angaben mit Bichromatschwefel- 
siure derart gefiillt, daB man die Lésung in eine feine Glascapillare 
saugte, diese dann in den capillaren Stiel des Himatokriten bis auf den 
Boden einfiihrte und die Lésung ausflieBen lieB. 

Auf gleiche Weise wurde stets der Stiel des Haimatokriten gefiillt. 
Bricht, was mitunter vorkommen kann, die Glascapillare im Hamato- 
kriten ab, so war es durch Klopfen stets méglich, sie wieder aus dem 
capillaren Stiel herauszubekommen. Zum Herausbeférdern der Reinigungs- 
siure zentrifugierte ich die Réhrehen nicht umgekehrt, da hierdurch ja 
die Zentrifuge verunreinigt wiirde, sondern saugte die Liésung mit der 
Capillare aus dem Hamatokriten heraus. 

Sehr schnell und sauber ist dies Arbeiten, wenn man die Capillare 
mit einer Wasserstrahlpumpe verbindet. Man braueht dann nur bei an- 
gestellter Pumpe einmal schnell mit derCapillare in das Réhrchen zu fahren. 

Auf gleiche Weise reinigte ich die Réhrchen durch mehrmaliges 
KinflieBenlassen von aq. dest. und Heraussaugen mittels der Wasser- 
strahlpumpe. 

Bevor ich an die sedimetrische Bestimmung des Niederschlags- 
volumens ging, spiilte ich die Réhrchen auf gleiche Weise einmal mit 
der Mutterlauge der Fallungen aus und fiillte sie dann mit derselben. 

Die Mutterlauge selbst wurde durch Pipettieren von dem Nieder- 
schlage bis auf wenige Kubikzentimeter abgehoben, was sich leicht ohne 
Substanzverlust bewerkstelligen laBt, da der Niederschlag im Gegensatz 
zum hei8 gefillten fest an Wandungen und Boden der Bechergliser haftet. 

Die abgehobene Mutterlauge wurde in einem zweiten Becherglase 
neben der Analyse aufbewahrt, da sie zum Ausspiilen der Fallung aus 
dem Becherglas geb:aucht wurde. 

Nunmehr wurde nach Hamburgers Vorschrift der Niederschlag 
erst zum Teil in den Trichter des Himatokriten gefiillt, und zwar durch 
EingieBen von ca. 1 ccm der Suspension. 

Die verschiedenen Réhrchen — ich konnte in meiner Zentrifuge 
immer 4 gleichzeitig zentrifugieren — wurden in ihren Klétzen durch 
Zutropfen der Mutterlauge gegeneinander tariert. 

Sodann wurde ca. 5 bis 10 Minuten Jang mit einer Zentrifuge, die 
3000 Touren lief, zentrifugiert. Der Niederschlag ging dann in den capillaren 
Stiel hinunter bis auf eine Schicht, die infolge der Oberflichenspannung 
auf der Oberfliche der den Becher ausfiillenden Fliissigkeit schwamm. 

Dieselbe lieB sich auch bei langstem Zentrifugieren nicht herunter- 
bringen. 

Deshalb lieB ich dieselbe vorliufig ruhig im Trichter des Hamato- 
kriten und saugte die klare Mutterlauge unter ihr mittels einer feinen 
Capillare fast véllig fort. 

Die Mutterlauge lieB ich in das erste Becherglas, in dem die 
Fallung vorgenommen war, zu dem Niederschlage hinzuflieBen und spiilte 
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die Wandungen der Capillare auBen mit einigen Tropfen der abpipet- 
tierten Mutterlauge aus dem zweiten Becherglase nach. 

Sodann wurde ein neuer Teil Niederschlag in den, Trichter des 
Hamatokriten gefiillt und zentrifugiert, und das ganze Verfahren ca. 4- bis 
5mal wiederholt, bis der Niederschlag véllig’ aus dem Becherglase in 
den Hamatokriten iibergefiihrt war. 

Zum Nachspiilen des Becherglases benutzte ich di¢ abpipettierte 
Matterlauge. 

War der Niederschlag véllig in den Hamatokriten iiberfiihrt, so 
fullte ich den Trichter desselben, nach Absaugen der Mutterlauge unter 
der jetzt recht betrichtlichen nicht hinabzuzentrifugierenden Oberflachen- 
schicht, mit 50°/,igem (Vol.-°),) Alkohol. Es war dies der gleiche, wie 
ich ihn zum Waschen des Niederschlages bei der Mo-Ferrocyankalium- 
colorimetrie verwandt hatte. 

Sodann wurde zentrifugiert, der Alkohol abgesaugt, neuer ein- 
gefiillt, wobei sorgfaltig die Wandungen des Hamatokrittrichters abgespiilt 
wurden und so mehrere Male (vielleicht 3- bis 4mal) fort. Dann war 
simtlicher Niederschlag in den capillaren Stiel hinabgegangen und die 
Fliissigkeit im Trichter véllig klar. 

Nun wurden die Niederschlagssiulen bis zur konstanten Hohe 
zentrifugiert, was in 10 bis 15 Minuten der Fall war. 

Langeres Zentrifugieren anderte nichts, doch zentrifugierte ich 
hinter jeder Ablesung noch einmal 5 Minuten zur Kontrolle. 

Die Ablesungen lieBen sich leicht mit bloBem Auge vornehmen. Lag 
die Oberfliche des Niederschlages nicht horizontal, so geniigte, ich konnte 
hierbei die Angaben Ham burgers vollkommen bestitigen, ein leichtes Auf- 
riihren des Niederschlages mit der Capillare und nochmaliges Zentrifugieren 
meist zur Erzielung einer horizontalen, zur Ablesung geeigneten Oberflache. 

Reinigen tat ich die Réhrchen durch Einfiihrung von Ammoniak in 
die Hamatokriten und vermischte dasselbe mit dem Niederschlage durch 
Ein- und Ausblasen mittels der Capillare oder durch Auflockerung mittels 
eines feinen Silberdrahtes. 

Nach Auflésung des Niederschlages wurde das NH,OH abgesaugt 
und die Réhrchen weiterbehandelt, wie oben beschrieben. 

Die mit dieser Arbeitsmethodik erhaltenen Resultate sind in den 
Tabellen XLV bis XLVII dargestellt. 


Diese Versuche beweisen, daB 
I. bei gleicher Konzentration das Volumen des 


Niederschlages stets das gleiche ist, 
II. die Héhe der Niederschlagssaule innerhalb 


der Fehlergrenzen der Methodik vollkommen 
proportional dem P,O,-Gehalte ist, 

III. Zusaétze bis zu 1 ccm konz. CaSO,-Lésung oder 
1ccm 1°/,ige FeCl,-Lésung das Volumen nicht 
stérend beeinflussen. 
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Tabelle XLV. 
Versuche mit gleichen Mengen P.O, (1 mg P,0,). 


























. ‘ Teil- 
Nr. Lésungen Pree 
5 cem KH,PO,-Lésung (1 com 0,2 mg P,O, + */, ccm 
1 H,SO,-+ 3 com NH,NO,-Lésung -+- 1 com Mo-Lésung 42 
+ 3ccem abs. Alkohol. 11 bei 37° 
2 Ebenso 42 
3 * 43 
4 ~ 42,5 
5 - 43,5 
6 - 42 
7 . 42 
8 “ 41 
9 ” 41,5 
10 - 42 
Durchschnitt 42,2 





Der Ablesungsfehler kann bis zu 2 Teilstrichen betragen, 
wird aber gewohnlich nicht gréBer wie 1 Teilstrich. Da 2 mg 
P,O, ein Volumen von 84 Teilstrichen einnehmen, so entspricht 
das Volumen zwischen 2 Teilstrichen 2:84 = 0,0238 mg P,O,. 

Da der Fehler bei verschiedenen Héhen konstant ca. 1 Teil- 
strich ist, so wird natiirlich der prozentuale Fehler der Be- 
stimmung relativ groB, wenn man sehr kieine Volumina miBt. 

Die Reichweite der Methode ist, da man unter 10 Teil- 
striche nicht heruntergehen wird, wohl durch die Ps.-Mengen 
von 0,25 bis 2,25 mg P,O, begrenzt. Der Fehler ist im all- 
gemeinen nicht gréBer als 0,0241 mg P,O,. 

Will man zu einem abschlieBenden Urteil tiber den Wert 
dieser Bestimmungsform kommen, so muB man bedenken, da8 
bis zu Mengen von 1 mg P,O, die Ps. mittels des Mikro- 
Neumann sehr exakt bestimmbar, und da8 zwischen 1 mg 
und 0,1 mg P,O, die Mo-Ferrocyankaliumcolorimetrie prozentual 
viel genauere Resultate liefert. 

Auch ist nicht zu verkennen, daB die Arbeitsweise sehr 
heikel ist und Aufmerksamkeit und einige Ubung verlangt. 
Andererseits ist zu beriicksichtigen, daB, wenn diese Ubung 
vorausgesetzt, die Methode sehr schnell arbeitet. 

Besonders bei Benutzung von Zentrifugen, wie sie Ham- 
burger angewandt hat, die ein gleichzeitiges Zentrifugieren 
von 12 Hamatokritréhrchen erméglichen, kénnen Reihenunter- 
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Tabelle XLVI. 


Versuche mit verschiedenen Kubikzentimetern P,O,-Lésung 
(0,25 bis 2 mg P,O,). 





Teil- Theor. 
striche | Ablesung 


Nr. Lésungen 


5eem KH,PO,-Lésung (1 cem = 0,4 mg P,O;) 
+ 1/, cem konz. H,SO,-+ 3 cem NH,NO,-L6- 


2 = © ? 

! sung +1 cem Molybdatlésung -++- 3 ccm abs. oA C= 3-4 
Alkohol 

2 Ebenso 82 84 = 2-42 
3 . 82 84 = 2-42 
4 84 84 = 2-42 
5 84 84 == 2-42 
6 85 84 2-42 
7 , 84,5 | 842-42 
8 “ 83 84 == 2-42 





Durchschnitt 83,5 84 


+3cem NH,NO,-Lésung +-*/, com konz. 
H,SO,-+ 1 cem Molybdat-Lésung -+-3 ecm 
abs. Alkohol 


5 ecm KH,PO,-Lésung (1 com = 0,1 mg P,O,) | 
| 21 1/,-42 = 21 


10 Ebenso 22 | 1/,.49 = 21 
11 " 22,5 |1/.-42—= 21 
12 215 |1/,-42=21 
13 » 22 |1/,.42 = 21 
14 " 21 | 1/,-42 = 21 
15 " 22 |1/,.42 = 21 
16 » 21,5 |*/5-42 21 





Durchschnitt 21,7 |3/,-42 = 21 

| 5eem KH,PO,-Lésung (1 com = 0,05 mg P,O,) | 

17: +3cem NH,NO,-Lésung + 1/, ccm konz. 11 1/49 — 105 

‘| H,SO,-+- 1 eem Mo-Lésung + 3 ecm abs. ree 
Alkohol 











18 Ebenso 11 |%/,-42 = 10,5 
19 ” 11 | */,-42 = 10,5 
20 . 10 1/,-42 = 10,5 
21 ” 10,5 |1/,-42 10,5 
22 “ 10 1/,-42 = 10,5 
23 " 11 | 1/,-42=10,5 
24 " 11 | 1/,-42 = 10,5 

Durchschnitt 10,7 10,5 


suchungen mit groBer Schnelligkeit ausgefiihrt werden. So ist 
es méglich, eine ganze Versuchsreihe, wenn die Fallungen am 
Tag zuvor vorgenommen wurden, in ca. 3 bis 4 Stunden her- 
zustellen, wahrend das Arbeiten mit dem Mikro-Neumann 
und die Mo-Ferrocyankaliumcolorimetrie schon durch das not- 
wendige Auswaschen der Fillung bedeutend mehr Zeit in An- 


spruch nehmen. 
Biochemische Zeitschrift Band 99. 8 
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“Tabelle XLVIL 


EinfluB fremder Substanzen auf das Volumen. 








il | Theor. 

Lé esene b- 
osungen Teil- , 

striche| -“SU"8 


SSrUULEEEYOGEETS Carnell Gant 


5eem KH,PO,-Lésung (1 eem 0,2 mg P,O,)-+-3 com 
NH,NO,-Lésung -++-1cem Mo-Lésung -++-1/, cem | 42 42 
H,SO,-+-3 ccm Alkohol +-1 cem H,O 
5ceem KH,PO,-Lésung (1 cem=0,2 mg P,O,)-+-3 cem | 
41 | 


NH,NO,-Lésung +-1/, eem H,SO,-+- 1 ccm Mo-Lé- 

sung +3 ccm Alkohol +-0,25 cem konz. CaSO,- 

Lésung + 0,75 cem H,O 

Ebenso 41,5 | 

Ebenso bis auf Zusatz von 0,5 eem konz. CaSO,- 

Lésung +- 0,5 H,O } 4 

Ebenso 43 

Ebenso bis auf Zusatz von 1 ccm konz. CaSQ,- | 
Lésung + 0,0 cem H,O yal 
Ebenso, aber ohne CaSO,-Zusatz. Zusatz von 0,5 com 42 
1°%,ige FeCl,-Lésung + 0,5 cem H,0 } - 

Ebenso 40,5 | 

Ebenso bis aufZusatz von lecm FeC],-Lésung+-0,0H,O | 42 | 
Ebenso 41 


Durchschnitt 41,6 


Q | 
€ | 














Deshalb muB die Methode besonders fiir physiologische 
Untersuchungen, fiir die die Genauigkeit der Bestimmung aus- 
reicht, empfohlen werden, um so mehr, wenn in den betreffenden 
Betrieben auch Kalium- und H,SO,-Bestimmungen mit Hilfe 
der sedimetrischen Methodik vorgenommen werden. Denn ist 
die notwendige Apparatur und Ubung in ihrer Handhabung 
sowieso vorhanden, dann ist es auch durchaus empfehlenswert, 
die Ps.-Bestimmung auf gleichem Wege vorzunehmen. 























Cber die Bestimmung der Phosphorsaure LV. 


Die Bestimmung der Phosphorséure als Strychnin- 
Phosphorsaure-Molybdinverbindung (Nephelometrie). 


1. Allgemeine Prinzipien der Nephelometrie 
und Konstruktion eines neuen Nephelometers. 


Von 
Hans Kleinmann. 


Unter Leitung von Joh. Feigl. 


(Aus der chemischen Abteilung des Allgemeinen Krankenhauses 
Hamburg-Barmbeck.) 


(Eingegangen am 5. August 1919.) 


Mit 9 Figuren im Text. 


1, Allgemeine Nephelometrie. 


a) Der bisherige Stand der Nephelometrie. 


Unzweifelhaft die wichtigste unter allen mikrochemischen 
Phosphorsaéurebestimmungen ist die nephelometrische. Denn 
einmal gestattet keine andere Technik wie die nephelometrische. 
so kleine Phosphorsiuremengen, es handelt sich um Mes- 
sungen von 0,1 bis ca. 0,0005 mg P,O,, quantitativ zu ver- 
folgen, und andererseits kann die Genauigkeit der nephelo- 
metrischen Messung, wie sie nach ihrer Ausbildung erreicht 
werden konnte, auch von Mikromethoden, die mit gréBeren 
Substanzmengen arbeiten, nicht erreicht werden. 

Die Forderungen der méglichst groBen Empfindlichkeit. 
sowie Exaktheit der Messung sind es, die vorziiglich von der 
physiologischen Chemie, die auf das Arbeiten mit verhaltnismabig 
geringen Materialmengen angewiesen ist, aufgestellt werden, und 
es ist zu verstehen, daB nach Schaffung der ersten Prinzipien 


sich vor allem der physiologische Zweig der chemischen Wissen- 
Biochemische Zeitschrift Band 99 9 
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schaft sich mit der Ausbildung und Durcharbeitung der Methodik 
befaBte. 

Fiir die Bestimmung der Ps wurde der Weg der nephelo- 
metrischen Messung gangbar, als Pouget und Chouchak’) in 
der Verbindung des Strychnins und der Mo-Saéure ein Reagens 
angaben, das mit Ps. eine spezifische und auBerst empfindliche 
Triibung bilden sollte. Dieses Reagens ist spaiter von ameri- 
kanischen Autoren gepriift und verbessert worden, und auf sein 
Bestehen ist wieder das standige Wachsen der Bedeutung der 
Nephelometrie in neuester Zeit zuriickzufiihren. 

Meine Arbeiten begannen urspriinglich mit der Nachpriifung 
der Beschaffenheit des Strychnin-Mo-Reagenses nach den An- 
gaben Kobers und Egerers’*). Bei der Priifung des Reagenses 
stellte es sich nun heraus, daB es unméglich war, iiber den 
Charakter des Reagenses, speziell die Frage, ob die Fallung der 
Ps. eine vollstandige sei, etwas auszusagen, bevor nicht tiber 
die Gesetze der Nephelometrie, d. h. tiber das Verhialtnis der 
Triibung einer Fliissigkeit zu ihrem Gehalt an triibender Sub- 
stanz vollig Klarheit herrschte. Dies war aber keineswegs 
der Fall. 

Wihrend die ilteren Autoren, die mit roheren Apparaten 
arbeiteten, die Ansicht vertraten, daB die Beziehung zwischen 
der Triibung einer Fliissigkeit (x) zu ihrem Gehalt an triibender 
Substanz (Konzentration) (y) sich durch die einfache Gleichung 
x—=a-y ausdriicken lieBe, d. h. in Worten, daB die Triibung 
der Konzentration direkt proportional ist, fanden amerikanische 
Autoren mit verbesserten Apparaten diese Angaben nur in an- 
genihertem Mae richtig und kamen zur Aufstellung empiri- 
scher Korrektionsformeln. 

Es war daher notwendig, vor Priifung des Reagenses an 
die Klarung dieser Verhaltnisse heranzugehen. Hierzu fehlte 
es aber durchaus an einem geeigneten Instrument. 

Die Apparate nach Kober und Bloor, die zu klinischen 
Arbeiten sicherlich ausreichen, konnten eingehender Kritik nicht 
standhalten und zeigten sich zur Aufklarung der nephelometri- 
schen Verhaltnisse durchaus ungeeignet. 


_*) Pouget und Chouchak, Bulletin de la Société chimique, 4. Serie, 


5, 104, 1909; 9, 649, 1911. 
*) Kober und Egerer; Journ. of Amer. Chem. Soc. 37, 2373, 1915. 
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Es ergab sich daher fiir mich die Aufgabe, ein Instrument 
zu schaffen, mit dem die Frage des Verhiltnisses der Triibung 
zum Gehalt entschieden werden konnte und das weiterhin ein 
praktisches Arbeiten und die Kritik der Ps.-Strychnin-Mo-Tri- 
bung erméglichte. 

Es wuchs daher die Arbeit iiber das engere Gebiet der 
Ps.-Bestimmung weit hinaus, und eine Darstellung der Entwick- 
lung der Nephelometrie und ihre Kritik erwies sich als nicht 
nur erwiinscht, sondern als notwendig. 


«) Die Vorlaufer der Nephelometrie. 


Unter ,Nephelometrie“ versteht man diejenige Methodik der ana- 
lytischen Chemie, die aus der Triibung einer Lésung, ebenso wie die 
Colorimetrie.- aus ihrer Farbe, auf den Gehalt an triibender Substanz zu 
schlieBen versucht. 

Wiahrend spiter die nephelometrische Arbeitsweise nicht nur auf 
die Untersuchung der Konzentration, sondern auch auf die Form und 
die Verinderung des kolloiden Zustandes der triibenden Materie aus- 
gedehnt wurde (Tyndallmeter von Mecklenburg und Valentiner), 
diente sie urspriinglich nur ihrem eigentlichen Zweck, der Messung der 
triibenden Substanzmenge. 

Mulder’), der Silberchloridlésungen in geschwirzten Metallbehil- 
tern auf Opalescenzerscheinungen in diffusem Licht untersuchte, verglich 
diese schon mit Vergleichslésungen. Seine Beobachtungen dienten jedoch 
nur qualitativen und nicht quantitativen Zwecken. 

Stas*) hingegen schatzte schon aus der Triibung einer Lésung 
ihren Gehalt an triibender Materie und konstruierte zu diesem Zwecke 
eine einfache Vorrichtung. Er beobachtete durch Glaser mit ebenem 
Boden eine beleuchtete Skala und schloB, wenn diese bei Beobachtung 
durch verschiedene Héhen verschiedener Lésungen gleich hell erschien 
auf gleichem Gehalt an Substanz in den angewandten Volumina, 

M. Tswett®*) ist das Verdienst zuzuschreiben, darauf hingewiesen 
zu haben, da es vorteilhafter sei, nicht das durch eine triibe Fliissig- 
keit hindurchgehende Licht zu messen wie Stas, sondern das senkrecht 
zum Lichtkegel beobachtete Beugungslicht, das wir heute das ,,Tyndall- 
licht“ nennen. 

Von Tswett stammt auch die Angabe eines Kastens, in dem dies 
Beugungslicht beobachtet werden kann. 

Die Anwendung dieses Prinzips auf die analytische Chemie sowie 


1) Mulder, Die Silberprobiermethode, S. 23, Trans. Grimm, 
Leipzig 1859. 
*) Stas, Oeuvres 1, 155, 1894. 
3) M. Tswett, Zeitschr. f. physikal. Chem. 36, 4, 450. 
Q* 
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der Bau eines Instruments und die erste Durchfiihrung exakter Versuche 
bliecben T. W. Richards vorbehalten. 


8) Das Nephelometer nach Richards und Wells’). 


Richards bedurfte einer empfindlichen Methode, um bei Atom- 
gewichtsbestimmungen kleine Silbermengen zu messen und konstruierte 
gemeinsam mit R.C. Wells einen Apparat, in dem zum ersten Male das 
Tyndallicht zur Bestimmung des Triibungsgrades und somit der Sub- 
stanzmenge angewandt wurde. 

Sein Apparat bestand aus zwei Reagensglisern, die, jedes auf einem 
Holzpfeiler stehend, schriig gegeneinandergelehnt waren. Um die Holz- 
pfeiler und weiter aufwirts um die Glaser lieB sich eine Glashiille auf- 
und abbewegen, die mit Asphaltlack schwarz angestrichen war. 

Fiel nun von seitairts (senkrecht zur gemeinsamen Achse der 
Glaser) Licht auf dieselben, so konnte durch Schieben der Hiillen die 
Linge der beleuchteten Glaser beliebig geindert und die Stellung der 
Hiillen durch eine auf die Holzpfeiler gezeichnete Skala gemessen werden. 
Beobachtet wurden die Glaser durch eine einfache Prismenanordnung, 
die von den in den Glasern befindlichen Fliissigkeitssiulen halbkreis- 
formige Bilder entwarf, die im Gesichtsfeld nebeneinanderliegend er- 
schienen. Hierdurch wurde der Vergleich der Helligkeiten erleichtert. 

Richards stellte vor allem Beobachtungen von Silberchlorid- 
lésungen an, die er durch ZusammengieBen einer NaCl-Lésung mit einem 
Uberschu8 AgNO,-Lésung herstellte. Die kolloide AgCl-Lésung wurde 
mit einem Platinriihrer einige Male mit der Hand geriihrt. 

Er schloB aus dem Vergleich von Triibungen verschiedenen Gehalts, 
daB die Lingen der dem Licht ausgesetzten GefaBe umgekehrt pro- 
portional dem Gehalt an triibender Substanz sein, wenn durch Ver- 
schieében der Hiillen gleiche Helligkeit beider GefaBe im Gesichtsfeld 
hergestellt wird. Doch gibt Richards selbst an, da die Messungen 
sehr schwierig seien, der Durchschnitt zahlreicher Ablesungen genommen 
werden miisse, und bezeichnet als Fehlerquellen Chloridgehalt des de- 
stillierten Wassers, HCl-Gehalt der Luft, und nennt als maximalen Fehler 
seiner Methode eine Abweichung von ca. 5°/). 

Was die Fiallung des NaCl mit AgNO, anbetrifft, so macht Richards 
schon Angaben, daB die Anwesenheit von Elektrolyten sowie Riihren be- 
schleunigend auf die Entwicklung der Triibung wirkt. 

Versuche in dieser Richtung wurden dann von Wells®*) angestellt, 
der die Entwicklung der AgCl-Triibung bei Gegenwart verschiedener 
Substanzen sowie in verschiedenen Salzlésungen verschiedener Konzen- 
trationsverhialtnisse, studierte. Auch machte Wells auf den Einflu8 der 
Zeit auf die Entwicklung der Triibung aufmerksam, da er sie nicht mit 
einer gleichen, sondern mit einem Rauchglase verglich. Um die Ver- 


1) Th. W. Richards und R. C. Wells, Amer. chem. Journ. 31, 
235, 1904. 
®) Wells, Amer. chem: Journ. 35, 510, 1906. 
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schiedenheit der Triibungen bei verschiedenen Verhaltnissen zu korri- 
gieren, kam er zur Aufstellung bestimmter Bedingungen des Reagens- 
iiberschusses sowie der Zeit, nach der die Ablesung erfolgen soll, bei 
verschiedenen Konzentrationen der zu untersuchenden Substanz. 

Richards’) faBte dann seine Erfahrungen mit denen Wells noch 
einmal zusammen und kam zu dem Schlusse, da8 sein Nephelometer 
fiir quantitative Bestimmungen durchaus geeignet sei, daB aber die un- 
bekannte Lésung genau wie die Standardliésung behandelt werden miisse 
und daB der Gehalt der verglichenen Lésungen méglichst dicht beiein- 
ander zu liegen habe. 


y) Der umgewandelte Dubosq. 


a,) Beschreibung des Instruments und der Arbeits- 
weise mit ihm. 

Die letzte Veréffentlichung Richards stammt aus dem Jahre 1906. 

1909 traten Pouget und Chouchak mit der Veréffentlichung ihres 
Strychnin-Mo-Reagenses hervor, das sei aber wohl wegen der leicht gelb- 
lichen Farbe der Triibung als ein colorimetrisches bezeichneten und es 
auch als ein solches benutzten, da sie die Stiirke der Farbung bei durch- 
fallendem Licht in einem Colorimeter als Bestimmungsform benutzten. 

Der nichste Fortschritt auf dem Gebiete der Nephelometrie beruht 
auf einem Vorschlag Kobers’). Dieser ging von dem Gedanken aus, 
die Optik und die Vorziige des Dubosq-Colorimeters dem nephelo- 
metrischen Prinzipe nutzbar zu machen, und beschrieb eine einfache 
Umianderung des genannten Apparates in ein Nephelometer. 

Zu diesem Zwecke bestrich er die Tauchréhren des Dubosq 
mit Asphaltlack derart, da8 nur die kreisférmige Bodenfliche freiblieb. 
An den Tauchréhren wurden mit Klammern Holzbrettchen befestigt, die 
sich gemeinsam mit den Rohren doch auBerhalb des TauchgefaBes be- 
wegen und zur Abblendung nicht senkrechten Lichtes dienen sollten. 
Wurde nun der Spiegel, der von unten Licht in die TauchgefaiB8e wirft, 
hochgeklappt, so kénnen diese senkrecht zu ihrer Achse von vorn be- 
leuchtet werden (Kober arbeitete bei Tageslicht) und das Instrument 
wirkt als Nephelometer. 

Kober gibt als wesentliche Vorziige seines Instrumentes an, daB 
es die Feblerquellen, die durch den Meniskus der Fliissigkeit verursacht 
werden, sowie die indirekte Reflektion von triibender Substanz in dem 
untern Teil der TauchgefaiBe (indirect Reflection of light from suspended 
matter in the lower part of the tubes) und die Reflektion des Lichtes 
von einem Tauchgefi8 zum anderen ausschaltet. 

Ferner ist nach Kober das Instrument zum Arbeiten bei Tages- 
licht geeignet. 


*) Th. W. Richards, Amer. Chem. Journ. 35, 510, 1906. 
*) P. A. Kober, Journ. of Biolog. Chem. 13, 485, 1912/13. 
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Nach Kober gab Bloor’) eine Methode an, die es erméglicht, 
einen Dubosq in einen Nephelometer zu verwandeln. 

Bloor hat an dem Koberschen Vorschlag auszusetzen, daB die 
angestrichenen Tauchréhren in die untersuchte Fliissigkeit eintauchen, 
was gerade bei der Untersuchung von Chloriden leicht zu Verunreinigungen 
fiihren kann. 

Er zeigt, wie man durch einige kleine Anderungen an Stelle der 
Tauchréhren die TauchgefiBe setzen kann, iiber die dann als beweglicher 
Teil nach Art des Richardsschen Instrumentes undurchsichtige Hiillen 
gleiten, die die Linge der beleuchteten Fliissigkeitssiule beliebig andern. 
Der Vorzug seiner Uminderung kame dann auf die Ubertragung der 
guten Optik des Dubosq auf das Richardssche Instrument hinaus. 
Bloor betont weiterhin die Notwendigkeit kiinstlicher Beleuchtung und 
schlieBt zu diesem Zwecke sein Instrument in einen Kasten ein, an dessen 
einer Seite er eine 50-Watt-Birne befestigt derart, daB die Stellung des 
Apparates zur Birne nicht verriickt werden kann. 

Was nun die Arbeitsweise dieser Instrumente betrifft, so macht 
Kober®) hieriiber an Hand von Untersuchungen, die er an Ag(l-Trii- 
bungen sowie Triibungen, die er durch Fiallung von waiastin mit NaCl- 
Lésungen herstellte, folgende Angaben. 

Nach ihm ist es unméglich, ein Gleichgewicht des Apparates zu 
erzielen, und meint Kober hiermit folgendes. Wird eine Standardlésung 
in beide TauchgefaBe gefiillt und sei die Stellung des einen 15, so wird 
die des andern beispielsweise 13,6 gefunden. Diese Verschiedenheit be- 
ruht nach Kober auf Schwankungen in der Beleuchtung, Verschieden- 
heit des Glases der Optik des Instrumentes und ahnlichem. Dieses Ver- 
haltnis der Ablesungen bei gleichen Lésungen auf beiden Seiten ist aber 
keineswegs konstant und ist hiufigen Schwankungen unterworfen. 

Daher ist es nicht méglich, daB, wenn einmal auf Grund eines 
bestimmten Verhiltnisses Bestimmungen mit Lésungen verschiedenen 
Gehaltes ausgefiihrt und die gefundenen Ablesungswerte des Instru- 
mentes graphisch festgelegt sind, diese Kurve bei spiteren Bestimmungen 
wieder zu benutzen, da inzwischen sich das Verhiltnis der Apparat- 
halften und mit ihm der Nullpunkt der Kurve sich verindert hat. 

Die Festlegung einer solchen Kurve, entweder empirisch 
oder rechnerisch, ist aber nach Kober unbedingt vonndéten, denn 
nach seinen Erfahrungen, und dies ist wohl der wichtigste Punkt seiner 
Ausfiihrungen, kann die Funktion zwischen dem Triibungsgrad 
(Nephelometerablesung) und tribender Substanzmenge 
keineswegs durch eine einfache (umgekehrte) Proportionalitat 
ausgedriickt werden. Von dieser Vorstellung sagt Kober in Sperr- 
druck: ,How erroneous this assumption is, and how near the readings 
of the unknown must be to those of the standard solutions, to avoid 


1) W. R. Bloor, Journ. of Biolog. Chem. 31, 145, 1915, bzw. De- 
monstration, Amer. Chem. Soc. (Boston), Dezember 1914. 
*) Ph, A. Kober, IL. c. 
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appreciable error, can be seen at glance by the difference between the 
hypothetical and the actual curve.“ 

Ich gebe hiermit die Kurven wieder, die Kober beim Arbeiten 
mit Edestintriibungen wie mit Ps-Triibungen gefunden hat, und auf die 
er seine Behauptung sowie die Aufstellung seiner Formeln begriindet. 
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Aus diesen Kurven ist deutlich die Abweichung der Koberschen 
Werte von denen der direkten Proportionalitét entsprechenden ersicht- 
lich, welche Tatsache mit den von Pouget und Chouchak mit Hilfe 
einer anderen Methodik gemachten Angaben iibereinstimmen wiirde, daf 
ihr Strychnin-Mo-Reagens nur dann proportionale Triibungen ergibt, 
wenn der Gehalt der Standardlésung dicht neben dem der untersuchten 
Lésung liegt. Zu diesem Zwecke werden von ihnen die Grenzen, bis zu 
denen die Standardlésung abweichen darf, naher bezeichnet. 

Da nun infolge der Nullpunktschwankungen des Instrumentes eine 
jedesmalige Kichung und Aufstellung einer Kurve nétig ware, ein Ver- 
diinnen der Standard- oder der untersuchten Lésung aber infolge des 
Fehlens der Proportionalitét nach Kober fehlerhaft, so macht dieser 
den Versuch, die gefundene Kurve mathematisch zu formulieren und 
somit ihre jedesmalige Konstruktion zu ersparen. 

Nach seiner Behauptung laBt sich die Kurve innerhalb eines Ver- 
haltnisses der Standard- und der untersuchten Lésung von 1:2 formu- 


lieren als 
_s (i—wk 
a. a 


Hierin ist y die Héhe der unbekannten Lésung, x das Verhiltnis 
der beiden Lésungen, s die Héhe der Standardlésung, .d. h. der durch 
Vergleich beider Seiten mit derselben Lésung gefundene Nullpunkt des 
Instrumentes. 

Die GréBe K ist eine Konstante, die durch Einsetzung der anderen 
Werte ermittelt wird und die fiir ein und dieselbe Reaktion denselben 
Wert behalten soll. 

Da K bei Einsetzung der Werte einer bestimmten Standardhéhe 
proportional gefunden wurde mit dem Faktor, der sich bei einer anderen 


Hohe ergab, so folgt fiir die Formel, da k = = ;‘ 
- 
__ 8 s(l—a)k 
cnt ace” ale, 


woraus sich fir « der Ausdruck 


pantie Tet Oe — Seky 
= 2y 
ergibt. 

Von Meigs’) ist in einer Arbeit, in der er einige Modifikationen 
des Ps.-Reagenses vorschligt, mit Recht darauf hingewiesen worden, daB 
Schwankungen der Funktion nicht nur durch Anderung des Apparates, 
sondern auch durch die verschiedenen Bedingungen der Reaktion in der 
Lésung hervorgerufen werden kénnen. Er findet die Kobersche Formel 
durchaus nicht immer bestitigt, doch gibt auch er an, daB die Pro- 
portionalitét zwischen Gehalt und Nephelometerablesung nur eine sebr 
angeniaherte ist. 


1) E. B. Meigs, Journ. of Biolog. Chem. 36, 335, 1918 (November). 
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Meigs zitiert eine Stelle aus einer Arbeit Bloors'), die beweist, 
daB auch dieser Autor, der ebenfalls mit dem umgewandelten Dubosq 
arbeitete, die Beziehungen nicht durch eine einfache Proportionalitat 
ausdriickbar erachtet. Diese Sitze seien, da sie fiir die bisherige Auf- 
fassung der Handhabung der nephelometrischen Technik bezeichnend, 
hier wiedergegeben. 


»since the readings obtained from different solutions are not ex- 
actly proportional to the amount of phosphate present and since the 
differences between the observed and theoretical reading increase it is 
necessary to calibrate the Instrument for different strengths of test cali- 
brate and for different standard, although where the test solution dves 
not differ from the standard by more than 25°/, the corrections fall 
within the limits of error of the determination, and no correction can 
be made.“ 


B,) Kritik der Arbeit mit dem umgewandelten 
Dubosq. 


Da die geschilderten Verhaltnisse keineswegs klar lagen 
die Angaben der verschiedenen Autoren, die mit dem umge- 
wandelten Dubosq gearbeitet hatten, nur darin iiberein- 
stimmten, daB, wenn die Vergleichslésung nicht dicht bei der 
untersuchten lige, die Beziehung zwischen Triibung (Nephelo- 
meterablesung) und Gehalt der Lésung nicht durch einfache 
Proportionalitét ausdriickbar, muBte ich, bevor ich an die Unter- 
suchung des Ps.-Reagenzes herantrat, erst die verschiedenen An- 
gaben nachpriifen. Zu diesem Zwecke bestellte ich bei der 
Firma K-ri8, Hamburg, ein Nephelometer, das von der Firma 
konstruiert, den Instrumenten der amerikanischen Autoren nach- 
gebildet war. Es unterschied sich von den von diesen benutzten 
Instrumenten nur darin, daB es die Vorziige der Koberschen 
Angaben benutzte, ohne deren von Bloor geriigten Fehler zu 
teilen. 

Als beweglicher Teil des Instrumentes wurden die TauchgefiBe 
benutzt, wodurch der Ersatz der beweglichen Holzschirme durch einen 
festen moéglich war. Zur Verhiitung der Verunreinigung der Liésung 
durch den Anstrich der Tauchréhren sind diese gegen Licht durch einen 
in ihnen befindlichen hohlen Zylinder aus dunklem Papier geschiitzt. 

Die Skala war eine einfache Millimeterskala von 1 bis 100, und 
die MaBe des nebenstehend abgebildeten Apparates folgende. 


1) Bloor, Journ. of Biolog. Chem. 22, 143, 1915. 
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Fig. 6. Der umgewandelte ,Dubosq‘. 
MaBe. 
Hohe des Apparates mit Schutzblech. . .. . 70,0 cm 
” ” n ohne r Raa i aia re 54,5 n 
Hohe der TauchgefiBe ........... 15,0 » 
Durchmesser derselben: 
EI eee oy Sg me 3,2 » 
MR a Se ie tie tng ig Le 2,2 ” 
ree Gen mepernies 6 we el es 18,5 » 
Tiefe ” ee i es bce) Be we ne ee 15,0 » 
Tauchzylinder: 
a SS ene ae 14,4 » 
Innerer Durchmesser .........-. 0,9 » 
Fenster: 
Dg eee ev eo ate hk eG Re 8.5 » 
BN Seely Nie Geel g Sahl w acorns 16,3 » 


Skala: 100 mm-Skala in '/, mm geteilt. 


Aus diesen MaBen ergibt sich schon rein duBerlich, da8 der 
Apparat ziemlich kompakt und unhandlich ist. Er gleicht in seinem 
AuBeren den in den Veréffentlichungen der amerikanischen Autoren ab- 
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gebildeten Apparaten. Allerdings geben diese ihre Ablesung auf eine 
Stelle hinter dem Komma an, ohne zu erlautern, ob sie dieselbe schatzen 
oder die Ablesung mittels eines Nonius vornehmen. Zu diesem Zwecke 
miuBten ihre Apparate aber bedeutend lichtempfindlicher sein als der 
von mir benutzte und eine feinere Optik besitzen. 

Da hieriiber keinerlei Angaben gemacht sind, die Tatsache aber 
des schwankenden Gleichgewichtes sowie der Forderung kiinstlicher Be- 
leuchtung von Bloor darauf hinweisen, daB die Optik der von genannten 
Verfassern angewandten Instrumente die des meinigen nicht sehr iiber- 
treffen, so kann ich bei der Kritik des umgewandelten Dubosq wohl 
ruhig die bei meinem Apparat auszusetzenden Mi®stande auf das Prinzip 
des Instrumentes iibertragen. Zur Beleuchtung des Apparates verwandte 
ich sowohl Tageslicht, Gasgliihlicht oder eine 50 kerzige Osrambirne, die 
wegen ihrer leichten Beweglichkeit noch das relativ beste Arbeiten er- 
moglichte. 

Als untersuchte Triibungen wurden Silberchloridsuspen- 
sionen sowie Ps.-Mo-Strychnintriibungen, sowie auch probeweise 
BaSO,-Suspensionen verschiedener Starke angewandt. 

Hierbei erwiesen sich als praktische Fehler: 

1. das haufige Schwanken des Nullpunktes; 

2. die auBerordentlich geringe Lichtempfindlichkeit der 
Apparatur; 

3. die Kittung der Bodenplatte bei den Tauchréhren; 

4. die Schattenbildung durch die Schutzmiantel der Tauch- 
gefaBe. 

Wahrend Punkt 1 schon an und fiir sich fiir die Inhomo- 
genitat der ganzen Apparatur spricht, 3 und 4 aber wohl durch 
technische Vervollkommnung zu beheben waren, ist praktisch 
das entscheidende Gewicht auf die geringe Empfindlichkeit des 
Apparates zu legen. Alle Messungen, die von mir unter Gegen- 
priifung von durch andere Personen ausgefiihrte Einstellungen 
vorgenommen wurden, kénnen héchstens als Schitzungen, nicht 
aber als exakte Messung bezeichnet werden. Selbst wenn die 
Birne direkt vor den Apparat gestellt wurde, was aus theoreti- 
schen Griinden durchaus fehlerhaft ist (s, weiter unten), war 
eine Einstellung doch nur auf eine Einstellung von 2 bis 4 Teil- 
strichen mdglich. 

Diese Ungenauigkeit ist die gleiche wie bei dem colori- 
metrischen Dubosq, bei dem sich, nach einer persénlichen 
Mitteilung Herrn Dr. KriiB’, auch keine gréBere Genauigkeit 
als 2 bis 3 Teilstriche erzielen lassen. 
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Zur praktischen klinischen Verwendung ist der Apparat, 
wenn einmal die nephelometrischen Verhialtnisse geklart sind, 
vielleicht verwendbar, zur Aufkliarung derselben aber keines- 
wegs geeignet. 

Denn auBer den praktischen MiBstanden lassen sich auch 
gewichtige theoretische Bedenken gegen die mit ihm ausge- 
fiihrten Messungen erheben. 

Die erste Forderung, die aufgestellt werden muB, ist die 
der méglichst senkrechten Beleuchtung der Zylinderachse durch 
paralleles Licht. 

Die Herstellung wirklich parallelen Lichtes ist aber auBerst 
schwierig zu erreichen und erfordert komplizierte Linsenkon- 
struktion. 

Darum wiire es zu versuchen, eine Annaherung an eine 
senkrecht parallele Beleuchtung durch ein médglichst groBes 
Verhiltnis der Entfernung der Lichtquelle zur beleuchteten 
Flache zu erhalten. Gerade dieses Verhaltnis ist aber bei dem 
Dubosq duBerst ungiinstig, da er ein dichtes Heranriicken 
der Beleuchtungsquelle erfordert und eine sehr groBe zu be- 
leuchtende Flache aufweist. 

Die zweite Fehlerquelle ist die, daB auf die Brechung, die 
das Licht durch die zylinderférmigen TauchgefaBe erfahrt, keine 
Riicksicht genommen ist, wenigstens ist hieriiber in den bis- 
herigen Verdffentlichungen nirgends eine Angabe gemacht. 

Dabei ist deutlich, wenn man einen mit einer triiben 
Fliissigkeit gefiillten Zylinder von oben betrachtet, wahrend er 
seitlich beleuchtet wird, das Auftreten folgender durch die 
Glasbrechung bedingten Schattenfigur zu beachten. 

Es miBte daher bei der Konstruktion 
darauf geachtet werden, da durch ein 
Tauchrohr (oder eine ahnliche Vorrichtung) 
sowie durch geeignete Blenden nur Licht 
aus dem inneren Kreise (a) zur Messung ge- 
langt. Inwiefern es iiberhaupt ratsam, den 
Tauchzylinder durch einen vierkantigen Trog zu ersetzen, werde 
ich bei Besprechung meines neuen Instrumentes diskutieren. 

Auf jeden Fall ist das ersichtlich und feststehend, daB die 
Messungen mit dem umgewandelten Dubosq rein als solche 
angreifbar und theoretisch nicht einwandfrei sind. 





Fig. 7. 
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Wenn aber die Messungen des Apparates als solche 
nicht einwandfrei, so ist es ein grundlegender Fehler. 
dieselben mit Triibungen zu priifen, deren Verhalten 
(da durch Fallung hergestellt) selbst nicht geklart ist. 
oder aus den Messungen auf das Wesen des Verhilt- 
nisses zwischen Triibung und Konzentration zu 
schlieBen. 

Denn auf diese Weise wird eine Unbekannte durch 
eine andere gemessen, und es ist durchaus dem Ver- 
suche entgegenzutreten, aus derartigen Messungen 
mathematische Formulierung itiber die Funktion zwi- 
schen Triibung und Substanzgehalt herzuleiten. 

Uberdies sind die theoretischen Beziehungen zwischen der Starke 
des Tyndallichtes und den dieselbe bedingenden Faktoren durch die 
Arbeiten Lord Rayleighs bereits bekannt. Nach ihm ist die Intensitat J 
des Tyndallichtes an einer senkrecht zum Tyndallstreifen beobachteten 
Stelle desselben direkt proportional der Anzahl der Kolloidteilchen n in 
der Raumeinheit der Lésung, proportional dem Quadrat des Volumens 
der einzelnen Teilchen und umgekehrt proportional der 4. Potenz der 
Wellenlinge des Lichtes. In einer Formel ausgedriickt: 


2 
nv 

J k. 
y* 

Fiihrt man die Gesamtmasse der Teilchen in der Volumeneinheit ¢, 
also ihre Konzentration in die Formel ein, so gilt nvs=—c, wo ,8“ das 
spezifische Gewicht der Teilchen ist. Es folgt dann fiir J: 

cv 
J k. 
y's 

Diese Beziehung steht mit der von Clausius aufgestellten Forme! 

darin in Widerspruch, daB nach diesem 
ev 
BY o k 
y*s 
sein soll. 

Fir die Messung der Konzentration ergibt sich aber sowohl bei 
der Clausiusschen als der Rayleighschen Formel die Beziehung, da8 
sie, da ja k, y, s fiir die Messung desselben Stoffes mit gleichem Licht 
bekannt sind, 

J=c-v-k,, 
woraus fiir zwei verschiedene Konzentrationen desselben Stoffes 
36, = J-4,: J, -@. 

Wenn nun in beiden Lésungen die TeilchengréBe dieselbe wiire, so 
wiirde aus der Formel folgen, daB8 die Intensitét des Tyndallichtes 
direkt proportional der Konzentration ist. 

Abgesehen von dieser Voraussetzung ist aber noch zu bedenken, 
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daB die Ableitung nur fiir eine Stelle des Tyndallichtes, die theoretisch 
isoliert der Beobachtung ausgesetzt ist, Geltung besitzt. 

Inwiefern die Gesamtheit des Lichtes eines Tyndallkegels durch 
Reflektion der Teilchen unter sich durch Absorption des Lichtes unterer 
Schichten’ durch dariiberliegende sowie durch die Schwichung und in 
Richtung seiner Achse von der Forme! abweicht, kann nicht ohne weiteres 
vorhergesagt werden, sondern mu8 durch das Experiment entschieden 
werden. Ebenso die Frage, ob eine solche eventuelle Abweichung unter- 
halb der Fehlergrenze bleibt, die durch die Messung resp. Methodik an 
sich bedingt ist. 

Zur Messung der in der Rayleighschen Formel enthaltenen 
GréBen, speziell aber zum Studium der TeilchengréBe kolloidaler Lé- 
sungen, ist von W. Mecklenburg und S. Valentiner ein Instrument 
konstruiert worden, dem sie den Namen ,,Tyndallmeter‘ beilegten. 


6) Das Tyndallmeter 
nach Mecklenburg und Valentiner’). 


Dieses theoretisch ganz ausgezéichnet durchdachte Instru- 
ment ist von der Firma Schmidt und Haensch, Berlin, kon- 


struiert und folgendermaBen beschaffen. 

Durch eine komplizierte Linsenzusammensetzung wird paralleles 
Licht von einem Nernst&tift auf einen Glastrog geworfen, der, auf einem 
Tischchen stehend, meBbar nach allen drei Raumrichtungen verschieb- 
lich ist. 

Das Lichtbiindel, das auf den Trog fallt, wird vor seinem Kintritt 
geteilt. Die eine Halfte geht durch die in dem Trog befindliche Fliissig- 
keit und bildet einen Tyndallkegel, die andere Halfte durch eine Zu- 
sammensetzung von Nicols, durch die es meBbar beliebig geschwicht 
werden kann. Durch eine Linsenzusammensetzung kann eine Stelle des 
Tyndallkegels scharf eingestellt und beobachtet werden, und dieses Licht- 
biindel wird mit dem durch die Nicols gehenden, durch ein Lummer- 
Brodhunsches Prisma geschickt und mit diesem durch ein Okular ver- 
glichen. Durch Drehen der Nicols kann Helligkeitsgleichheit erzielt und 
so die Helligkeitswerte verschiedener Tyndallkegel miteinander verglichen 
werden. 

Mecklenburg ma8 nun die Helligkeiten eines Tyndallkegels in 
verschiedener Héhe desselben sowie in verschiedenen Stellungen seiner 
Langsachse bei gleicher Héhe. Die gefundenen Werte stellte er graphisch 
dar und extrapolierte die Werte fiir die Oberfliche und den Anfang des 
Kegels, die sich direkt nicht messen lieBen. 

Dies Verfahren ist ein auBerordentlich exaktes, aber auch sehr 
kompliziertes. Die Handhabung des Apparates ist, wie mir Herr Dr. 


1) W. Mecklenburg und S. Valentiner, Zeitschr. f. Instrumenten- 
kunde 34, 209 bis 220, 1914. 
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Mecklenburg selbst erklirte, eine auBerst subtile und erfordert sehr 
lange Ubung. Hiervon konnte ich mich auch iiberzeugen, als mir der 
Apparat, der zur Zeit nur in zwei Exemplaren vorhanden ist, mit giitiger 
Erlaubnis des Herrn Prof. Cremer von der Tierarztlichen Hochschule 
Berlin von seinem Erbauer, dem wissenschaftlichen Mitarbeiter der Firma 
Schmidt und Haensch, Herrn Bechstein, vorgefiihrt und erklart wurde. 

Die Ablesungen der verschiedenen Helligkeiten miissen zweckdien- 
lich in einem bestimmten Verhiltnis stehen, da sonst die durch Drehung 
der Nicols erzielten Ablesungen gemi8 ihres Wachsens mit der Potenz 
der Winkelfunktion zu groBe Messungsfehler ergeben. Die Schwierig- 
keiten des Arbeitens mit dem Apparate wachsen, wenn anstatt desselben 
Kegels verschiedene Fliissigkeiten miteinander verglichen werden, wie 
dies zur Ermittlung der Konzentration ja notwendig. 

Vor allem ist zu bedenken, daB zu jeder Bestimmung ja 
eine ganze Anzahl Messungen ausgefiihrt werden miissen, was 
eine gewisse Zeit erfordert. Dies ist aber ein Punkt, der ge- 
rade bei Lésungen, die die Neigung haben, auszuflocken oder 
ihre TeilchengréBe zu andern, leicht zu Irrtiimern Anlaé 
geben kann. 

Deshalb méchte ich mein Urteil dahin zusammenfassen, 
daB das Tyndallmeter zweifellos als das bis heute korrekteste 
Instrument zur Messung des Tyndallichtes betrachtet werden 
mu8 und bei Messungen desselben Kegels, also bei Unter- 
suchungen, die sich mit der TeilchengréBe oder der Wellen- 
lange des Lichts, Fluorescenzhelligkeit und kolloidchemischen 
Problemen befassen, mit Vorteil benutzt werden kann’). Da- 
gegen ist er zur Ermittlung der Konzentration verschiedener 
Lésungen, speziell zu analytischen Reihenuntersuchungen weniger 
geeignet. 

Bemerkenswert ist, daB nach unverdffentlichten Unter- 
suchungen Dr. Mecklenburgs (persénliche Mitteilung) bei der 
Messung der Konzentration verschiedener Glykogenlésungen 
sich die Proportionalitét zwischen Lichtstarke und Konzentra- 
tion annahernd zu bestitigen schien. 


b) Das neue Instrument. 
«) Das Instrument als solches. 
«,) Beschreibung des Instrumentes. 


Es ergab sich nunmehr fiir mich die Aufgabe, ein Instru- 
ment zu schaffen, das bei méglichster Vermeidung der Fehler 


1) Vgl. W. Mecklenburg, Kolloidzeitschr. 15, Heft 4; 16, Heft 4. 
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des umgewandelten Dubosq gréBte Lichtempfindlichkeit mit 
Leichtigkeit der Handhabung verkniipfte. Diese Bedingungen 
schienen mir erfiillt, wenn es mir gelinge, die Vorziige des kleinen 
Colorimeters von Schmidt und Haensch (D.R.G.M. 301324) 
auf ein Nephelometer zu iibertragen, da hierdurch nicht nur 
die gute Optik und der Lummer-Brodhunsche Wirfel der 
Messung dienstbar gemacht, sondern auch die Lichtempfind- 
lichkeit des Apparates gemeinsam mit seinen kleinen Dimen- 
sionen eine gréBere Annaherung an eine parallele senkrechte 
Beleuchtung gestatten wiirde. 


seta Na an LM. Ni 


Die Vorstellungen fiihrten nach entsprechenden Vorschligen 
an die Firma Schmidt und Haensch, Berlin, zu dem Bau 
des hierneben abgebildeten Apparates, fiir dessen Durchkon- 
struktion sowie fiir die rege Férderung des Baues unter schwie- 
rigen Zeitverhaltnissen ich dem wissenschaftlichen Mitarbeiter 
der Firma, Herrn Bechstein, auBerst verbunden bin. 


ee ers nr 








Ma ea 





an MaBe. 

i Apparat. Fenster. Kompakte 

a . 
Héhe: 32 om Héhe: 5,5 cm Glessylinder. 
Et Tiefe: 15 » Breite: 2,0 » Linge: 2,0 cm 
fl Breite: 8 » Durchm.: 1,2 » 
if 

ib Glasbehalter. Skala. 

i Lange: ca. 8,0 cm 40 mm-Skala 

@ Innerer Durchm.: 1,4 » in 4/, mm geteilt. 

i § 

i Das AuBere des Instrumentes ergibt sich aus den Fig. 8 und 9, 


4 die die Riick- und Seitenansicht des Apparates geben, aus denen seine 
Konstruktion ersichtlich ist. 

a, und a, sind kleine Reagensglischen (s. MaBe), die aus tadellosem, 
schlierenfreien Glase hergestellt sein sollen. Dieselben werden von vorn 
ae senkrecht zur Riickseite der Zeichenebene) beleuchtet und die ent- 
it} (tehenden Tyndallkegel von oben beobachtet. Zu diesem Zwecke geht 
Betis das Beugungslicht zuerst durch 2 massive Glaszylinder (b,, b,), die vollig 
a gleich, hintereinander aus demselben Stiick der Glasmasse geschnitten 
nd sind. Dieselben sind bis auf die Grund- und Deckfliche mattiert und 
; tauchen in die Fliissigkeit des Reagensglases ein. Sie dienen vor allem 


i % dem Zwecke, den Fehler, der durch Beobachtung der Oberfliche ent- 
é : steht, zu vermeiden. 
= Wiahrend das Licht aus dem GefaBe a, durch ein Prisma (d) auf 


den Lummer-Brodhunschen Wiirfel (f) geworfen wird, gelangt das- 
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jenige des GefaiBes a, direkt in denselben, nachdem es einen kleinen 
Glaswiirfel (e), der die Lichtabsorption des Prismas ausgleicht, passiert hat. 

Die Einstellung der im Lummer-Brodhunschen Wiirfel erschei- 
nenden konzentrischen Ellipsen erfolgt, wie iiblich, mittels eines Okulares. 

Die Héhen der dem Licht ausgesetzten GefiBe kénnen beliebig 
meBbar geaindert werden, da durch bewegliche Metallplatten (g,, g,) die 
Lange der Fenster, die in die den Apparat frontal deckende Metallplatte 
geschnitten sind, beliebig geindert werden kann. (S. Fig. 8.) 

Die beweglichen Metallplatten liegen den GefaiBen dicht an und 
tragen eine scharfe Schneide, so da8 der die Lange der beleuchteten 
Saule abschneidende Schatten ein auBerst scharfer ist. 

Die Stellung dieser Metallplatten kann mit Hilfe eines Schlittens, 
der mit Trieb auf einer Zahnstange gleitet (Fig. 8) beliebig geandert 
werden. 

Die Triebstange tragt eine Millimeterskala, wahrend der Schlitten 
mittels eines Nonius eine Ablesung auf 0,1 mm erméglicht. An dem von 
mir benutzten Modell war der Nonius allerdings noch nicht vorhanden, 
' sondern die Ablesung erfolgte mittels der seitlichen, balkenartigen Verlange- 
rung des einen Fensters auf einem parallel der Zahnstange angebrachten 
MaBstabe, der in halbe Millimeter geteilt war und Schatzung von */,, mm 
gestattete. Die Stellung des anderen Fensters wurde einmal von 10 
zu 10 mm genau ausgemessen, die Stellung durch Einritzen in den 
Metallrahmen markiert und konnte dann durch Festklemmen mittels 
einer Schraube auf diese Marken beliebig eingestellt werden. 

In seiner Ausfiihrung soll der Apparat jedoch fiir beide Fenster 
Triebstange mit Noniusablesung erhalten. 

Urspriinglich beabsichtigten wir, die Brechung des Lichtes in den 
Glaszylindern durch Ersatz derselben durch 4 kantige Trége zu umgehen. 
Diese sind, wenn gekittet, infolge des Abstéubens des Kittes und seiner 
Léslichkeit nicht empfehlenswert. Wenn aber die Seitenwainde nach 
Art des Troges im Colorimeter durch Klammern zusammengehalten 
werden, so droht einmal bei nicht tadelloser Handhabung die Gefahr 
der Undichtigkeit, und weiter ist die Reinigung der Trége weit schwieriger 
als die zylindrischer GefaéBe. Versuche zeigten uns, daB letztere durch- 
aus brauchbare Resultate gaben und fiihrten zu ihrer Beibehaltung. 

Die ZylindergefaBe stecken in federnden Metallhiilsen, in denen 
sie leicht auf und nieder bewegt werden kénnen. Diese Hiillen werden 
auf eine Schiene, die von der frontalen Metallplatte getragen wird, 
geschoben und stehen so unverriickbar hinter den Fenstern. Durch 
Heraufschieben der Glaszylinder aus den Metallhiillen werden die 
kompakten Glaszylinder (b,, b,, Zeichnung), die um ca. 2 mm von der 
frontalen Schutzwand iiberragt werden, zum Eintauchen in die Fliissig- 
keit gebracht. 

Zur Beleuchtung des Apparates diente mir eine 50kerzige Osram- 
birne, die senkrecht in einer Entfernung von ca. */, m vor dem Apparate 
in gleicher Hohe wie die Fenster aufgestellt wurde. 

10* 
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6,) Handhabung des Nephelometers. 


Die Handhabung des Nephelometers bei einer Messung gestaltet 
sich nun wie folgt. 

Da mit Hilfe eines Drehtisches und genauer Messung festgestellt 
wurde, daB, wenn die Beleuchtungsquelle parallel und symmetrisch zu 
den beleuchteten Zylindern liegt, das Gleichgewicht des Apparates ein 
vollkommenes ist, d. h. daB der Apparat, wenn beide Zylinder mit der 
gleichen triiben Lésung gefiillt sind, rechts und links nach Einstellung 
auf gleiche Helligkeit, die gleiche Ablesung aufweist und diese auch be- 
stehen bleibt, wenn GeféB a, mit a, vertauscht wird — was zur Elimi- 
nation von Fehlern durch Unreinheiten des Glases usw. stets notwendig —, 
so wurde dies Verhalten von mir zur Einstellung des Apparates gegen 
die Lichtquelle benutzt. 

Lichtquelle und Fenster werden in méglichst parallele, gleich hohe 
und symmetrische Stellung gebracht, die Reagensgliser mit derselben 
Lésung gefiillt, rechtes und linkes Fenster gleichgestellt und durch vor- 
sichtiges Riicken des Apparates und der Lichtquelle gleiche Helligkeit 
im Gesichtsfelde erzielt. Sodann werden a, und a, miteinander ver- 
tauscht, und falls das Gesichtsfeld unverandert bleibt, die Stellung des 
Apparates und der Beleuchtungsquelle auf dem Tische markiert, am 
einfachsten durch Kreide- oder Buntstiftstriche. 

Zeigt sich nach dem Umtauschen der Zylinder das Gesichtsfeld 
nicht mehr einférmig hell, so mu8 mit der Einstellung fortgefahren 
werden, bis der Umtausch keine Verinderung mehr ergibt. 

Nunmehr ist der Apparat zum Arbeiten fertig. 

Die GefaiBe werden in die Metallhiilsen heruntergedriickt und mit- 
samt diesen aus der Schiene herausgenommen. Sodann werden sie mit 
einem Leder sehr sorgfaltig von auBen geputzt. Sie innen zu reinigen 
und auszutrocknen empfiehlt sich nur nach AbschluB der gesamten 
Arbeit. Durch Reinigung mit Biirsten und Tiichern bleiben stets kleine 
Faserchen in ihnen zuriick. Es ist daher ratsam, sie mit der zu unter- 
suchenden Lésung nur griindlich auszuspiilen, Mit der Lésung gefiillt 
werden sie wieder in die Schiene gebracht, worauf die Glaser hochge- 
zogen werden, bis der kompakte Glaszylinder in sie eintaucht. Sehr 
sorgsam ist auf dessen Reinhaltung zu achten, da Verunreinigungen 
leicht zu einer Verinderung des kolloiden Zustandes der Lésung fiihren, 
was haufig an der beim Glaszylinder beginnenden Ausflockung der Lésung 
beobachtet werden konnte. Auch muB8B darauf geachtet werden, daB 
beim Eintauchen der kompakten Zylinder in die Lésung keine Luft- 
blasen unter dieselben geraten oder sich bei einer eventuellen Erwarmung 
der Lésung im Zimmer sich unter ihnen festsetzen. 

Nach Festlegung der Stellung des einen Fensters wird das andere 
durch den Trieb eingestellt, was auBerordentlich genau erfolgen kann. 

Die Empfindlichkeit des Apparates gegen Intensitatsinderungen 
des Lichtes ist eine auBerst groBe. Veranderungen der Fensterstellung 
um 0,1 mm werden selbst bei relativ schwachen Triibungen wahrge- 
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nommen. Doch spielen hier neben den objektiven die subjektiven Fak- 
toren eine hervorragende Rolle. Das Auge, das anfangs gegeniiber 
ziemlich bedeutenden Helligkeitsunterschieden unempfindlich, erlangt 
nach einiger Ubung ein Unterscheidungsvermégen fiir die feinsten Hellig- 
keitsdifferenzen. So gelangte ich tiber die Genauigkeit der ersten Ver- 
suche, die ich fiir durchaus befriedigend hielt, mit der Zeit weit hinaus. 

Weiterhin muB aber der subjektive Faktor nicht nur im allgemeinen, 
sondern auch bei jeder einzelnen Messung beobachtet werden. 

Unumginglich notwendig ist, das Auge einige Zeit, 5 bis 10 Minuten, 
sich an die Dunkelheit adaptieren zu lassen. Aber auch wahrend Reihen- 
untersuchungen ist es ratsam, das Auge pausierend im Dunkeln aus- 
ruhen zu lassen, da durch Schwankungen der Empfindlichkeit desselben 
Schwankungen in den Messungen hervorgerufen werden kénnen. 

Zur Vermeidung dieser Febler ist es zu empfehlen, jede Einstellung 
mehrere Male, ca. 10mal, vorzunehmen, was schnell und leicht ausfiihr- 
bar, und den Durchschnitt der Ablesungen zu gebrauchen. Auf diese 
Weise schaltet man ziemlich sicher den subjektiven Fehler aus der Be- 
obachtung aus. 

Unbedingt notwendig aber ist, wie noch einmal betont werden soll, 
den Apparat, wenn seine Stellung zur Beleuchtungsquelle auch festgelegt 
ist, vor seinem Gebrauch durch Einfiillen gleicher Lésung in beide Zy- 
linder auf Fehlerlosigkeit der Aufstellung und des Arbeitens zu priifen. 


8) Das Verhalten der nephelometrischen Ablesung zur Menge 
triibender Substanz. 


a,) Die Konzentrationsinderungen durch Verdiinnung. 


Zur Priifung des Verhaltnisses der nephelometrischen Ab- 
lesung zur Konzentration der Fliissigkeit benutzte ich AgCl 
und Glykogentriibungen. 

Doch stellte ich die verschiedenen Konzentrationen nicht 
durch Fallung des AgCl, sondern durch Verdiinnung einer ge- 
gebenen Suspension her. 

Hierdurch erreichte ich die Ausschaltung der Variabilitat 
der TeilchengrdBe. 


Zwar andert sich die TeilchengréBe der verschiedenen verdiinnten 
Lésungen auch nach einiger Zeit, was an der schlieBlichen Ausflockung 
der Suspension zu ersehen ist, doch bleibt sie eine geraume Zeit kon- 
stant. Dies ist einerseits aus der Tatsache zu schlieBen, daB das Ver- 
haltnis der Triibungen verschieden stark verdiinnter Lésungen eine Zeit- 
lang, ca. */, Stunde, dasselbe bleibt. Dies aus einer Proportionalitat der 
Ausflockungsgeschwindigkeit heraus erkliren “zu wollen, scheint nicht 
recht wahrscheinlich und wiirde auch die Méglichkeit des messenden 
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Vergleiches nicht andern. Andererseits bleiben aber kolloide AgCl-Sus- 
pensionen auch gegen andere kolloide Triibungen gemessen (Glykogen- 
tribung) die gleiche Zeitspanne konstant. 

Zuerst priifte ich das Arbeiten des Nephelometers und die Ge- 
nauigkeit seiner Messung dadurch, da8 ich eine AgCl-Triibung in beide 
Zylinder einfiillte, diese bei verschiedenen Belichtungslingen, 10, 20, 30, 
40 mm, miteinander verglich und die Messung nach Umtausch der Ge- 
faBe wiederholte. 

Sodann stellte ich Versuche mit Vergleichung von AgCl-Triibungen 
an, die im Verhialtnis 1:2, 1:3 und 1:4 verdiinnt wurden. 

SchlieBlich machte ich die gleichen Versuche mit Triibungen, die 
ich durch Lésen von Glykogen erhielt. 

Als kolloide AgCl-Lésung kénnen Triibungen beliebiger Starke ver- 
wandt werden. Ich benutzte solche, die ich mir durch Fallung von 
10 cem AgNO,-Lésung (0,1 mg AgNO, im Liter) mit 10 ccm "/,,-HCl und 
Verdiinnen mit H,O auf 50 cem Volumen hergestellt hatte. 


Tabelle XLVIII. 


Priifung der nephelometrischen Ablesung durch Einstellen der gleichen Lésung auf 
beiden Seiten des Instrumentes in verschiedener Héhe und Umtausch der Zylinder. 


AgCl-Triibung a,:a,—1:1. 















































10,2 | 19,8 | 29,8 | 41,5 10,0 | 19,8 | 30,1 | 41,8 

9,8 | 203 | 32,0 | 40,5 9,9 | 19,8 | 30,5 | 38,8 

9,8 | 20,0 | 29,8 | 39,9 10,0 | 20,3 | 30,0 | 39,9 

10,0 | 19,8 30,5 | 40,5 10,2 | 19,8 | 30,4 | 40,5 

a, 9,9 | 20,3 | 30,7 | 40,8 a, 10,3 | 20,4 | 30,3 | 41,0 

rechts 10,1 | 20,3 | 29,6 | 40,6 rechts }/ 10,1 | 20,1 | 30,0 | 39,8 

10,0 | 20,3 | 30,4 | 40,2 10,0 | 20,8 | 30,9 | 40,4 

10,2 | 20,2 | 29,5 | 40,8 9,8 | 20,3 | 30,9 | 40,5 

10,0 | 21,0 | 30,0 | 40,3 9,9 | 20,5 | 30,4 | 39,4 

98 | 198 | 29,0 | 39,8 10,0 | 20,2 | 30,4 | 41,0 

Durchschnitt | 9,98} 20,20) 30,36 40,43 10,02 | 20,20} 30,39} 40,31 

a, links .. | 10 | 20 | 30 | 4 |, links. .] 10 | 20 | 80 | 40 
Abweichung 

in °,. —0,2)> +1 | +1,2| +1,1 +02) +1 | +13) +07 











Wie diese Tabelle lehrt, sind mit der angegebenen Lésung 
bei einer nutzbaren Einstellhéhe bis zu 40 mm (soweit reichte 
meine Skala, s. MaBe des Apparates) in jeder Héhe Messungen 
von rund 1°/, Genauigkeit méglich. Diese Messungen waren 
aber die ersten, die ich mit dem Apparat anstellte. Es be- 
steht, wie aus den spateren Tabellen zu ersehen ist, kein Zweifel, 
daB bei einiger Ubung Messungen mit einem Fehlermaximum 
von */,°/, leicht ausfiihrbar. 
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Tabelle XLIX. 


Prifung der nephelometrischen Ablesung mit Lésungen von der Kon- 
zentration 1:2 bei verschiedenen Héhen. 


AgCl-Triibung a, : a, —1: 2. 


























cL 9,9 | 20,5 20,3 40,2 

9,8 | 20,5 20,0 39,5 

9,8 | 20,0 20,1 40,5 
9,9 | 20,0 20,0 40,0. 

a, rechts. .... 9,9 | 205 [a rechts .... 20,4 39,5 
‘ 10,0 | 19,8 20,3 39,8 
10,0 | 20,5 20,3 40,0 

9,8 | 20,2 20,0 39,5 

10,0 | 20,0 20,0 40,0 

9,9 | 20,5 20,0 | 39,2 

Durchschnitt . . . .] 9,90) 20,25 20,17 39,88 
Oy eS 20 40 fe, Imke .. s . 10 20 
Abweichung in %,. .| —1 +1,25 +0,85 —03 


Die Tabelle bestatigt die in der vorstehenden festgelegten 
Fehlergrenzen. Gleichzeitig lehrt sie aber, daB inner- 
halb dieser Fehlergrenzen bei einem Verhaltnis der 
Lésungskonzentrationen von 1:2 die nephelometrische 
Ablesung umgekehrt proportional der Konzentration 
jst, wenn die Voraussetzung gleicher TeilchengréBe 
erfiillt wird. 


Tabelle L. 


Nephelometrische Messungen von Lésungen des Konzentrationsverhalt- 
nisses 1:2, 1:3, 1:4, 2:3. 
AgCl-Triibungen. 






































~ . | | « : ! | 
Verbaltnis }.3!1:0]1:3| 1:4) Verbeltnis] go] 0.1/3: | 4:1 
& ; By : By 
30,5 | 40,2 29,5 | 39,5 20,2 | 20,4 | 10,0 | 10,0 
29,5 40,1 | 30,0 | 39,6 19,9 | 20,0 | 10,0 | 10,2 
30,2 | 39,7 29,7 | 40,5 19,8 | 19,6 | 9,8 10,0 
30,2 | 39,7 30,5 | 40,0 19,9 | 19,8 | 10,0 | 10,2 
a, rechts . J} 30,0 | 40,0 | 29,8 | 40,0 | a, rechts J} 20,0 | 20,1 | 10,0 10,2 
29,8 | 40,2 | 30,5 | 40,0 }] 20,2 | 19,8 | 10,0 10,1 
30,0 | 40,1 | 29,8 | 40,0 20,0 | 19,8 | 10,2 | 10,1 
30,2 | 39,8 | 30,5 | 40,5 20,1 20,0 | 10,0 | 10,1 
30,5 | 40,0 | 30,7 | 39,6 20.2 |198 10,0] 9,9 
30,2 | 40,2 | 29,8 | 40,0 20,3 20,0 | 10,0./ 10,1 
Durch- 
sehnitt . | 30,14) 40,00) 30,08) 39,97 20,06 19,93) 10,00} 10,09 
a, links. . | 20 | 20 | 10 | 10 | a, links.| 30 | 40 | 30 | 40 
Abweichg. 
in %. . | 0,46) 0,0 | 0,27) 0,1 0,3 | 0,04 0,0! 0,09 
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Diese Versuche fiihren die in der vorigen Tabelle nieder- 
gelegten weiter und beweisen, daB bis zu Konzentrations- 
verhaltnissen von 1:4 vollkommene umgekehrte Pro- 
portionalitat zwischen der Nephelometerablesung 
und der Lésungskonzentration herrscht, und der Be- 
obachtungsfehler, der im Maximum 1°/,, im Durch- 
schnitt aber ca. 0,3 bis 0,5°/, betragt, nirgends iiber- 
schritten wird. 

Die Konzentrationsverschiedenheiten sind viel bedeutender 
als sie je beim colorimetrischen Arbeiten gebraucht werden, 
und brauchen auch beim nephelometrischen Arbeiten beim Ver- 
gleich der untersuchten mit der Standard-Lésung in solcher 
Differenz nie angewendet werden. 

Mit der Annaherung der Konzentrationen der untersuchten 
Lésungen aneinander sinkt der Versuchsfehler der Methodik. 


Bm ak AL a a a ate ie UI 8 








Co tie: Chews 























; Tabelle LI. 
if Glykogen-Triibungen. 
i aay i eee. (1:2]1:3/1:4] a:e, A:1 | 2:1 | 8:1 | 4:1 
* | | | 
' 20,0-| 40,2 | 29,5 | 89,5 20,2 | 20,3 | 10,0 | 10,0 
hi 20,5 | 40,2 30,0 | 40,5 20,5 | 20,5 | 9,7 | 95 
by 19,8 | 40,0 | 29,5 | 40,5 20,2 | 20,1 | 10.0 | 98 
rt 20,0 | 39,7 | 31,0 | 41,0 20,2 | 20.0 | 96 | 9,5 
ia a, rechts. . J) 20,6 | 39,5 | 29,6 | 39,8 hts. J} 20,0 | 20,0 | 10,2 | 100 
i’ paises: 20,0 | 402 | 30,5 | 405 |" ** ¥/ 200 | 205 | 100 98 
oe 20,0 | 89,5 | 29,5 | 40,0 20,0 | 20,0 | 10.0 9,7 
20,2 | 39,7 | 30,5 | 89,5 20,5 20,6 | 10,0 | 10,0 
20,0 | 89,5 | 29,5 | 39,7 20,0 | 19,9 | 10,0 | 10,0 
20,0 | 40,0 | 30,2 | 39,5 Y 20.0 | 205 | 96 | 95 
Durchschnitt | 20,05 | 39,85] 29,92] 40,05 20,16 20,24] 9,91| 9,78 
a, links .. | 20 | 20 | 10 | 10 Ja,links ..| 20 | 40 | 30 | 40 
Abweichung | 
in, . . [+025] —0,4] —0,3 |4+0,13 +08 +12) —09) +22 























Veranschaulicht man die gefundenen Verhiltnisse derart, daB man 
sie graphisch darstellt, so erhalt man die theoretischen Kurven at 


wo x die Konzentration der Lésung und y die nephelometrische Ab- 
lesung bedeutet. 

Die Kurven wurden fiir AgCl- und Glykogentriibungen gezeichnet, 
deren Konzentration durch Verdiinnen variiert wurde, gema8 angefiihrten 
Tabellen. 
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Fig. 10. AgCl-Triibungen. Fig. 11. Glykogentriibungen. 


Die Versuche mit Glykogentribungen bestitigen 
vollkommen die Ergebnisse, die mit AgCl-Suspensionen 
erhalten wurden, namlich, daB die Nepholemeterab- 
lesungen innerhalb eines maximalen Fehlers von ca. 
1°/, und einem durchschnittlichen Fehler von */,°%/, 
sich umgekehrt proportional verhalten wie die Kon- 
zentrationen. 

Die Versuche mit meinem neuen Nephelometer lassen sich 
also dahin zusammenfassen: 

1. Da8 mein Apparat frei von Gleichgewichtsschwankungen 
ist sowie von Fehlern, die die abweichenden Ergebnisse 
des umgewandelten Dubosq bedingten. 

2. DaB mit ihm eine Empfindlichkeit und daraus hervor- 
gehende Genauigkeit der Messung erzielt wird, die von 
alteren Apparaten nicht erreicht wurde. Der maximale 
Beobachtungsfehler meines Instrumentes betragt ca.1°/,, 
der durchschnittliche ca. 0,5°/,. 

3. DaB er auBerlich klein und leicht beweglich, und seine 
Handhabung die denkbar einfachste ist. 

4. DaB seine Ablesungen umgekehrt proportional den Kon- 
zentrationen der untersuchten Fliissigkeiten sind, sofern 
die Teilchengré8e der kolloiden Lésungen die namliche. 

Hieraus ergibt sich, daB das neue Instrument ein ganz be- 
sonders geeignetes und brauchbares Mittel zur Untersuchung von 
getriibten Fliissigkeiten darstellt. Inwiefern die Bedingung 
der gleichen TeilchengréBe erfiillbar, ist Aufgabe der 
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verschiedenen Reaktionen und wird weiter unten noch 
ausfiihrlich beschrieben werden. 

Das Instrument als solches ist aber fiir die nephelome- 
trische Messung besonders geeignet und kann mit Vorteil auch 
bei Untersuchungen des kolloiden Zustandes und seiner An- 
derung, speziell bei Enzymstudien und &hnlichen physiologisch- 
‘ chemischen Arbeiten mit groBer Leichtigkeit angewandt werden. 


SO Miss a nae Satis. Icha 


6,) Konzentrationsanderungen durch Fallung. 

«,) Ubersicht iiber die Arbeitsweise. 

| Es wurde nun versucht, durch Fallung von Ag als AgCl 
4 kolloide AgCl-Lésungen verschiedener Konzentrationen herzu- 
stellen, die gleiche TeilchengréBe besitzen. Dieser Versuch 











ii stieB auf recht erhebliche Schwierigkeiten. Schon Wells hatte 
i AS gezeigt, daB Zeit, Konzentration und Elektrolytenzusatz einen 
i , wesentlichen Einflu8 auf die Triibung ausiiben, was uns nach 
i den heutigen Ergebnissen der Kolloidchemie leicht begreiflich. 
4 Es kam nun darauf an, zu ermitteln, ob bei sonst voéllig 
Hy gleichmaBiger Handhabung aller in Betracht kommen- 
aa den Faktoren es méglich sei, bei gleichen und verschiedenen 
4 Konzentrationen Fallungen von gleicher TeilchengréBe zu er- 
} ; halten. 
yy Als solche Faktoren kamen in Frage: 
ul 1. Die Temperatur. 

2. Das Volumen der Fliissigkeit. 





3. Der Uberschu8 an Reagens. 
4. Die Art und Geschwindigkeit der Fallung. 
5. Die Zeit. 

Es wurde nun versucht, durch méglichste Mechanisierung 
des Fallungsvorganges diese Faktoren gleichmaéBig zu gestalten 
und immer den EinfluB eines derselben durch Variation unter 
méglichster Konstanthaltung der iibrigen zu ermitteln. 

Mein Arbeiten gestaltete sich daher folgendermaBen: 


Die Lésungen. 


Zur Fallung des Silberchlorides wandte ich als Einheitsmenge 
5 com NaCl-Lésung (1 com = 0,0001 g) an, die ich unter entsprechenden 
Bedingungen (s. u.) in eine Lésung flieBen lieB, die 1 com AgNO,-Lésung 
(1 com = 0,0005 g) enthielt. Nach meinen Verdiinnungsversuchen hatte 
es den Anschein, als ob bei passendem Uberschu8 des einen Ions (be- 





pt a 
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kanntlich ist AgCl in konzentrierter AgNO,-Lésung erheblich, in kon- 
zentrierter HCl- oder Alkalilésung etwas léslich) die Léslichkeit keine 
Rolle spiele. Doch wahlte ich vorsichtshalber meine Lésungen derart, 
daB sie stets einen Gehalt von 0,01°/, AgNo, aufwiesen, worin nach 
Schmidt AgCl praktisch unléslich ist. Aus diesem Grunde lie8 ich 
auch die NaCl-Lésung zu der AgNO,-Lésung hinzuflieBen. 

Spiter (s. Tabellen) anderte ich meine Versuche dahin, da8 die 
Silbernitratmenge genau so groB gewahlit wurde, daB nach Fallung des 
Silberchlorides stets genau ein Gehalt von 2°/, AgNO, in der Lésung 
vorhanden war, doch brachte diese Anderung keinen nennenswerten 
Vorteil. 

Das Volumen der Fliissigkeit wurde stets so gewahlt, da8 nach 
ZusammengieBen der Reagenzien das Endvolumen stets 50 ccm betrug. 


Die Fallung. 


Die Fallung wurde in 100-ccm-Jenenser Becherglisern vorgenommen, 
die von auBen schwarz angestrichen waren. Nach der Fallung wurden 
diese bedeckt ins Dunkle gestellt und nur wihrend der Zeit der Messung 
belichtet. 

Zur Mechanisierung der Fillung riihrte ich die Lésung mittels Glas- 
riihrers und Elektromotors und stellte den Einflu8 der Riihrgeschwindig- 
keit auf die Fallung fest (s. Tabellen). 

Von groBem Einflu8 zeigte sich fernerhin die Geschwindigkeit der 
NaCl-Zugabe zur AgNO,-Lisung. Um diese kontrollieren zu kénnen, 
lieB ich die AgCl-Lésung in die geriihrte AgNO,-Lésung tropfen und 
wandte, da die Geschwindigkeit des Tropfens aus einer Biirette sich 
mit der Héhenabnahme der Fliissigkeitssiule andert, folgende Vorrichtung 
zur Erzielung einer beliebigen gleichmaBigen Tropfgeschwindigkeit an. 


























Fig. 12. Vorrichtung zur Erzielung gleichmaBiger Tropfgeschwindigkeit. 
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a stellt einen Scheidetrichter dar, der als Niveauhalter dient. Mit 
ihm ist durch einen Schlauch nach Zwischenschaltung des Schliff- 
hahnes 6 ein Glasrohr von 0,4 cm innerem Durchmesser verbunden, das 
zwei Markierungen h1 und h2 trigt. Es ist mit einer feinen Spitze e 
durch ein Schlauchstiick verbunden, das durch die Schraubenklemme d 
beliebig zusammengedriickt werden kann. LaSt man nach Offnung von 
b und d den Apparat aus a voll Fliissigkeit, so kann man nach SchlieBen 
von 6 und Offnen des Schlauchstiickes eine Luftblase in die Rohre c 
lassen. Dieselbe wird, wenn die Réhre eng genug ‘4 mm Durchmesser 
geniigen), von der ausflieBenden Filiissigkeit vorwirtsgedringt und zeigt 
durch ihr Durchgehen durch die Markierungspunkte h1 und h2 ein be- 
stimmtes Volumen an. Sie kann nach SchlieBung von 5 durch Neigung 
des Rohres leicht in ihre Ausgangslage, die erste Markierung begrenzend, 
zuriickgefiihrt werden und durch Offnen von b wieder in Bewegung ge- 
setzt werden. Durch Stellen von d ist die AusfluBgeschwindigkeit regu- 
lierbar. Die Frage, ob die Luftblase, da sie das Rohr zentral nicht 
villig erfiillt, stets nach Passieren der Markierungen die gleichen 
Volumina anzeigt und ob die Linge der Blase auf die Auslaufszeit und 
das Volumen ohne Einflu8, priifen folgende Versuche. 


Tabelle LII. 


Prifung des ausgeflossenen Volumens bei gleicher und ver- 
schiedener Blasenliange. 


Die Niveaukugel wird durch eine Biirette ersetzt. 


I Sr SI Sere 5 em 
Volumen 4,9 4,8 4,9 4,9 49 4,9 ccm 
NR oe vite ye ee BOY ealine ee ws 9 cm 
Volumen 4,9 49 49 4,9 4,9 4,9 ccm 
er te nae as ee eee 3 cm 


Volumen 4,9 49 49 4,9 4,9 4,9 ccm 


Tabelle LIL. 


Priifung der Auslaufszeit bei verschiedener Blasenliange. 
Gemessen mittels Stoppuhr, Niveaukugel. 


ER me Ma ae eae ge ee ae 44/, cm 
Auslaufszeit 16,2 16,4 16,4 16,4 Sek. 
RIN 5 ko ees Pk: o: Cet ea) gee 9 cm 
Auslaufszeit 16,4 16,4 16,4 16,4 Sek. 
WD oc hae eicecuctals ac Beraly lcm 


Auslaufszeit 16,4 16,4 16,4 16,4 Sek. 


Die Ergebnisse zeigen, daB die Blasenlinge ohne EinfluB auf das 
ausgeflossene Volumen und die Tropfgeschwindigkeit ist, und die Vor- 
richtung zur Erzielung einer gleichmaBigen, regulierbaren Tropfgesch windig- 
keit geeignet ist. 
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EinfluB der Temperatur. 

Da auch die Temperatur von groBen Einflu8 auf die TeilchengréBe, 
verwandte ich anfangs zur Konstanthaltung der Temperatur meiner 
Lésung ein Wasserbad. Doch zeigte seine Anwendung keine Verbesse- 
rung der Resultate gegeniiber Fallungen bei gewohnlicher Zimmertempe- 
ratur. Auch Fallungen bei 0° im Eis-Wassergemisch, die zur Verlang- 
samung des staindigen Teilchenwachstumes angewandt wurden, gaben 
keine Verbesserungen. 


EinfluB der Zeit. 
Um den Einflu8 der Zeit auf die Entwicklung der Triibung zu 
priifen, wurden diese gegen Glykogentriibungen verglichen, die sich als 
stunden- ja tagelang konstant bleibend erwiesen hatten. 


EinfluB fremder Substanzen. 

Da es nicht gelingen wollte, bei verschiedenen Konzentrationen 
gleiche TeilchengréBe zu erzielen, wurde das Verhalten der Lésungen 
gegeniiber starken Elektrolytzusitzen gepriift. Auch wurde versucht, die 
Viscositat der Lésungen durch Zusatz verschiedener Mengen Glycerin zu 
andern. ; 

Alle Versuche fiihrten nun dahin, da8 es nicht méglich war, stets 
die gleiche TeilchengréBe bei AgCl-Triibungen zu erzielen. Es wurde 
daher auch mit BaSO,-Suspensionen sowie mit HgCl-Triibungen gearbeitet, 
doch erwiesen diese sich als noch ungeeigneter. Doch zeigte es sich, 
da8 bei Innehaltung der sich als relativ giinstigst herausstellenden 
Arbeitsbedingungen eine iiberwiegende Mehrheit aller Versuche ca. 662/,°/, 
gleiche TeilchengréBe ergab und die Proportionalitat der Beziehungen 
bestitigte. Ein Drittel aller Versuche waren vollstandig verschiedene 
Ausfiille. 

Es miissen bei der Herstellung kolloider Lésungen Einfliisse eine 
Rolle spielen, die wir entweder nicht kennen oder noch nicht beherrschen. 

- Doch zeigte es sich spiter, daB speziell das AgCl und ahnliche Ver- 
bindungen sich als ungeeignet zu nephelometrischen Arbeiten erwiesen, 
da8 dagegen die Ps-Mo-Strychninverbindung ausgezeichnet nephelo- 
metrisch vergleichbare Lésungen herzustellen gestatte. 

Die Untersuchung der AgCl-Triibungen fiihrte aber doch dahin, den 
Einflu8 der verschiedenen Faktoren bei der Fallung sowie die giinstigsten 
Arbeitsbedingungen naher kennen zu lernen, und die Proportionalitat 
der nephelometrischen Ablesung zur Konzentration in gewissen Grenzen 
zu bestatigen. 


f,) Beschreibung der einzelnen Versuche. 


«,) EinfluB der Zeit auf die Entwicklung der Triibung. 


Es wurden Fallungen bei verschiedener Einlaufszeit und ver- 
schiedener Konzentration, doch gleicher Riihrgeschwindigkeit vorgenommen 

Die Triibungen wurden in angegebenen Zeitabstanden gegen eine 
Glykogenlésung gemessen. 
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Tabelle LIV. 
Einflu8 der Zeit auf die Entwicklung der Triibung. 
r. ree Fase Zeit ge - AgCl | Bemerkungen 
1 com AgNO,-| sofort nach der Fallung} 40 32,1 
Lés.+-35cem] nach 10 Minuten 40 28,1 i 
H,Omit5cem| + 10 » 40 | 27,9 j 
NaCl-Lés. ge- » 10) » 40 | 28,1 4 
fallt.Einlaufs-} » 20 » 40 | 27,9 F 
zeit */, Min. » 20 ~ 40 | 28,7 
3 com AgNO,-|sofort nach der Faillung} 40 | 44,1 
Lés. +-35 cem nach 10 Minuten 40 43,3 
H,O+ 5 ccm »n 15 “ 40 | 43,2 
NaCl-Lés.Ein- » 20 . 40 | 43,3 
laufsz. 2 Min. » 10 . 40 44,5 
sofort nach der Fallung] 30 | 40,0 
4ccm AgNO,-| nach 10 Minuten 30 31,2 
Lés. -++- 5 com » 10 - 30 30,2 
NaCl - Lésung » 15 . 30 | 29,8 
-+-35ecmH,0. » 20 - 30 29,8 
Einlaufszeit » 10 “ 80 29,8 
1 Min. » 80 “ 30 | 29,8 
» 650 “ 30 | 30,1 
1 com AgNO,-| sofort nach der Fillung} 40 | 20,5 
Lés.+-5 com] nach 10 Minuten 40 19,5 
NaCl-Lés. + » 10 “ 40 19,5 
25 H,O. Ein- ee “ 40 19,4 
laufszeit1 Min. n 20 . 40 20,2 
sofort nach der Fallung| 40 29,9 
2 ccm AgNO,} nach 10 Minuten 40 27,9 
+-5 com NaCl » 10 - 40 27,1 
+ 35comH,0. » 15 - 40 26,9 
Einlaufszeit n 15 - 40 26,9 
1 Min. » 30 . 40 | 26,9 
» 80 . 40 | 31,0 
sofort nach der Fallung} 20 23,5 
2ccm AgNO,-| nach 10 Minuten 20 | 22,8 
Lés.-++- 5 com » 10 - 20 22,8 
NaCl+-35 ccm » 10 - 20 22,8 
H,0.Einlaufs- Me ~ 20 22,0 |Lésung hat Tages- 
zeit 11/, Min » 20 » 20 27,9 licht gesehen 
n 20 . 20 | 27,6 
2 cem AgNO,| sofort nach der Fallung| 40 13,6 
-+-10cemNaCl} nach 10 Minuten 40 | 13,6 
-++-35eemH,0. »: . 40 12,9 
Einlaufszeit » 20 ” 40 12,8 
3 Min. n 20 . 40 12,8 
sofort nach der Fallun 40 35,4 
1 com AgNO, nach 10 Minuten . 40 34,2 
oem te ) 10 le 40 | 33,1 
EebcomiOF 6, 10s 40 | 33,1: 
Einlaufszeit A 10 cs 40 33.1 
I), Mia. — io 40 | 33,1 
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Die Versuche zeigen, daB nicht sichtbar beeinfluBt von 
der Konzentration der Lésungen und von der Geschwindigkeit 
des Einlaufens die Triibungen nach der Fallung wachsen. Nach 
durchschnittlich 10 bis 20 Minuten ist ein Maximum der Triibung 
erreicht, das zum mindesten */, Stunde anhalt. Dann beginnt 
ein Abnehmen der Triibung, die auf einem ZusammenflieBen 
der Teilchen beruht, was aus der schlieBlich sichtbar werdenden 
Ausflockung der Lésung hervorgeht. 


Es ist selbstverstandlich, daB der Vergleich zweier Lésungen 
erst vorgenommen werden kann, wenn das Triibungsmaximum 
erreicht ist, da erst dann die Triibung eine Zeitlang konstant 
bleibt. Es ist also notwendig, bevor ein Vergleich zweier 
Lésungen vorgenommen wird, diese mit einer Glykogenlésung 
auf Konstanz zu priifen oder zum mindesten festzustellen, ob 
ihr gegenseitiges Verhaltnis iiber 10 Minuten konstant ge- 
blieben ist. 


Die Geschwindigkeit der Erreichung des Maximums ist, 
wie ich mich spater tiberzeugte, auch von der Geschwindigkeit 
des Riihrens sowie der Temperatur und speziell auch dem 
eventuellen Elektrolytzusatz abhingig. Mitunter erfordert die 
Erzielung der Konstanz 1 Stunde und langer, doch habe ich 
auch Lésungen gehabt, die iiberhaupt kein Maximum, sondern 
ein kontinuierliches ZusammenflieBen der Teilchen aufwiesen. 
Doch gehorten diese Falle zu den Ausnahmen. 


6,) EinfluB der Rihrzeit. 


Die Versuche wurden mit Triibungen angestellt, die durch Fallung 
von 2 ccm AgNO,-Lésung plus 30 com H,O mit 10 ccm NaCl-Lésung 
unter schnellstem Riihren mittels des Motors hergestellt waren. Die 
Lésungen wurden 5 Minuten geriihrt, verglichen, und wiahrend die eine 
stehen blieb, die andere weitere 5 Minuten geriihrt usw. 

Wie die Tabelle LV zeigt, hat 5 Minuten langes schnellstes Riihren 
einer triben Lésung keine ‘Triibungsinderung gegeniiber der gleichen, 
die ungeriihrt stehen blieb. Nach weiteren 5 Minuten tritt dann eine 
Tribungsabnahme ein, die nach nochmaligem Riihren von 5 Minuten 
zur Ausflockung fiihrte. 

Das langere Riihren einer Lésung, in die eine vielfache Menge NaCl 
eingetropft wird, kann hiernach, da es sich nur um eine Riihrverlinge- 
rung von | bis 2 Minuten handelt, nicht von Einflu8 auf den Triibungs- 
grad werden. 
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Tabelle LY. 
i EinfluB der Rihrzeit. 
Lésung | a | Zeit b | Bemerkungen 
i - a — = _ 7 eee ; _— ————————— = i 
; oF — AgNO, 20 |nach gemeinsamer Herstellung| 20 / 
; +30ccmH,0/ (99 /nach 5 Min. weiteren Rihrens| 20 i 
j +-10ceemNaCl) , | : 
) aoa te. * 7 
; : | 20; » 5 » . »  |23 |Beginn derAus- 
‘aia | flockung 
/ a) in 20 |nach gemeinsamer Herstellung! 20 
i ; 20 |nach 5 Min. weiteren Riihrens} 20 
7 ties eee » | 221 
b) do. 20 oS . - 24,0 
La 
: y,) EinfluB der Tropfgeschwindigkeit. 
Tabelle LVI. 
Einflu8 der Tropfgeschwindigkeit. 
¢ | ease) aR eh aa es eee fe 
a Nr. Lésung Geschwindigkeit | Stand 
. 1 a) 2 com AgNO,-Lés. -++- 38 ccm | 
i H,O + 10 com NaCl-Lés. . .  schneller Strahl | 10,0 
Ke b) do. . . langsamer Tropfen | 22,1 
ee 2 Ja) 2 ccm AgNO,-Lés. + 38 ccm 
H,O -+- 10 com NaCl-Lés. . ., schneller Strahl {| 10,0 Y 
4 b) do. . . langsamer Tropfen! 26,5 4 
A. Aus den Versuchen geht hervor, daB die Geschwindigkeit der Ver- a 
(: mischung beider Lésungen von gréBtem EinfluB auf die Triibung ist. 
a Es ergibt sich hieraus die Forderung vollkommen gleicher Einlaufs- D 
4 geschwindigkeiten bei der Vermischung der verschieden konzentrierten T 
Lésungen. Pe 
Des weiteren seien einige der Resultate angefiihrt, die ich bei D 
Variierung der Einflu8geschwindigkeiten bei Lésungen verschiedener a 


Konzentration erhielt. 

Es ist, wie aus der Tabelle LVII zu ersehen, auf diesem Wege 
mdglich, Proportionalitét zu erzielen, doch waren zahlreiche der Ver- 
suche Ausfille. 

Es wurde daher versucht, durch Elektrolytzugabe den Ausfall der 
Versuche gleichmaBiger zu gestalten. Da fast alle Salze durch Spuren 
Chloride verunreinigt sind, wurde Essigséure als Zusatz gewahlt. 
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Die Bestimmung der Phosphorsiure. IV. 


Tabelle LVIL. 
Kinflu8 der Tropfgeschwindigkeit. 









































ow a,: &,:@ | a, : &, @,: a, a, : a, a, : & 
cy mish lagil |= 1:2] = 1:2) —=1:8| = 1:4 
a, a a, a, a, 
1 cem AgNO, - Lésung{} 19,8 30,0 27,0 40,0 30,2 = 
5 bis 15 eem NaCl, 20,0 29.5 27,0 40,5 30,0 | 23 
(1:15 eem:5 cem, 20,0 29,5 27,2 39,5 30,5 So 
1:2=5:10 com, 2:3]] 19,5 29,7 27,5 40,5 30,2 | as 
10:15 ecm) H,O auf} 19,8 30,0 27,5 40,2 305 | o¢ 
50 cem. 20,0 30,0 26,5 40,0 30,2 | = o 
Bemerkung: 20,0 29,5 27,0 40,0 30,0 | be 
Langsam getropft, ca.}} 20,2 30,5 27,2 40,0 29,8 |= 3 
1 Tropfen alle 2 Sek.,{} 20,2 30,0 27,2 40,0 30,5 | 3.2 
Max. nach ca. 10 Min.Y 20,2 30,2 27,0 | 40,5 30,5 
Durchschnitt . . 19,97 | 29,89 | 27,11 | 40,12 | 30,24 
ee see ce eee 20 10 | 20 10 
Abweichung in °/,. . 0,15 0,36 | 35,5 | 0,3 | 0,7 
Ausfall | 
6,) EinfluB fremder Ionen. 
Tabelle LVIII. 
Einflu8 fremder Ionen., 
Lésung a ie ie Lésung und | aes ee ; 
Ablesung rechts m4 m1 Ablesung rechts a mh m4 ae ™ 
A, 2 Ao | @,: ay &,:8,/&,28,/a,: $Me18, 58. 
Behandlung m1 1:31— 1:3 Behandlung ma" | ij=2:8 pe rahe 
2 com AgNO, - Lisung (| 30,5 | 30,5 |, sls a 30,2 | 20,0 | 30,0 40,0 39,8 
i ph har | iP bg ecm AgNO, - Lésung}} 59’ - mm | a8 , 
isn faim, Aah | 00/398 RAR sa RUE 200 m0 399 
Essigsdure + H,O auf || 30,0 | 30,0 |S. H,0 auf 50 com.|] 30/9 | 99’ | 30/0 | 40.0 | 40.0 
50 com. (Lie. getropft.)}} 30,0 | 302] Durch schnelles }J'39°5 | 19/3 | 30,0 | 39,7 | 40.6 
eee aoe tT 80'5 | 30.0 | ZuflieBen gemischt. 4} 99's | 90'9 | 30'0 | 40°0 | 402 
Bemerkung: | on 39 | 20,0 | 50,0 | 40.0 | 40,2 
Seay : : 30,0 | 30,0 Bemerkung: 30,0 | 20,0 | 29,5 | 40,5 | 40,0 
Die Losungen zeigen die}| 36,0 | 30,0 | Erreichung des Max. |} 30,0 | 20,0 | 30,5 | 40,0 | 40,0 
Tendenz, schneller aus-|] 2998 30.5 ca. 50 Min. 30,2 | 20,1 | 30,0 40,4 | 40,6 
zuflocken. 30,0 | 30,2 30,0 | 19,6 | 30,0 39,8 | 40,4 
Durehschnitt . . 30,05! 30,04]Durchschnitt . 30,04; 19,95) 29,96 39,98) 40,12 
a, (Ables. links). . 10 10 Ja, (Ables. links) . 80 |20 |20 {20 /|20 
Abweichung in °/,. . 0,2 0,15j,Abweichung in °/ . 0,1 | 25) 0,1 | 0,05) 0,3 











Bei den Versuchen mit Essigsiurezusatz waren die Ausfalle noch 


haufiger, da die Ausflockung schneller vor sich ging. 


Zusatze von 


Glycerin von 3 Tropfen bis 10 ccm zu einem Gesamtvolumen von 50 ccm 


verbesserte die GleichmaBigkeit der Resultate nicht. 


Auch Arbeiten 


bei 0° bei Fallung und Aufbewahrung der Triibungen hatte keinen 


nennenswerten Einflu8. Versuche mit BaSO, und HgCl gelangen nur 
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zufallsweise. Ebensowenig half die Anwendung eines groBen AgNO,- 
Uberschusses. Dagegen stellten sich die Verhiltnisse bei schnellem Zu- 


lassen des NaCl zum AgNO, weit giinstiger. 


Mit Beschleunigung des ZusammengieBens wuchs die Zeit bis zur 


Erzielung des Triibungsmaximums. 


Die nachsten Versuche wurden durch einfaches, 


schnelles Zu- 


sammengieBen von Lésungen mit der Hand ausgefiihrt, deren Volumen 
so gewaihlt wurde, daB das Gesamtvolumen stets 50 ccm betrug. 


Tabelle LIX. 


Einflu8 fremder Ionen. 









































Ablesungen rechts frie 2... 10 we = m a, 
Lésungen und Behandlung 173) | 2: 3 a te 
20,2 | 30,0 ‘39,0 | 40,0 
20,2 | 30.0 | 40,0 ql 40,0 
Die Lésung wurde durch ZusammengieBen |} 20,0 | 30,1 | 40,5 | 39,6 
von Verdiinnungen von 1 ccm AgNO,-Lé6- |} 19,8 | 30,0 40,0 | 39,6 
sung +-5bis 15cem NaCl-Lésung hergestellt. J} 19,8 | 30,2 | 39,5 | 39,5 
a, :&,=1:2=—5:10 ccm, 19,8 | 29,6 | 39,5 | 40,0 
@, 2% = 2:3=10:15 » . 20,1 | 30,0 | 39,0 | 39,5 
Erreichung des Maximums dauert ca. 1 Std. |} 20,0 | 30,0 40,0 | 40,5 
20,0 | 29,8 | 39,8 | 40,2 
20,0 | 30,0 | 40,0 | 40,0 
ND ie iG aS cba ee ee 19,99 | 29,97 | - 73 | 39,83 
Re Foe Se eee 10 | 20 | | 20 
Pe 6s lk aes 0,05' 0,1 | “OA | 04 
Tabelle LX. 
EinfluB fremder_ lonen. 
eg ~ Ablesungen rechts a, | a | a, 
Lésungen und Behandlung pat a pe) 
Zur Erzielung eines konstanten AgNO,-Uber- 
schusses von 0,01°/, wurden, da 0,5 mg NaCl -s ay = 
rund 1,5 mg AgNO, entsprechen, 13, 16, 19 und 20.2 30.0 40.0 
22ccm einer AgNO,-Lésung (1 com=0,5 mg) mit 205 295 39 5 
ee > 20,2 | 295 || 3 
(15 » +16 »-) ane | ene 3 
(20 » +10 » ) : 4 xg 
20,0 29,5 a 
zusammengegossen, so da8 das Endvol. stets 198 30,0 s 
50 com war. Das Maximum der Triibung ent- 20.5 30,0 = 
stand in 1 Stunde. ; 
Te gg ok Cate eS 8 20,16 | 29,80 | 38,4 
Gee ek ee th eH ew se 10 20 30 
pe iy Se area erie a ee eee 0,8 0,7 0,4 





Wie diese Tabelle zeigt, lassen sich vollstandig proportionale 


Werte fiir Triibungsgrad und Konzentration erhalten. 


Der 


2c arinetie acs. 2: 
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Ausfall, der bei dieser Arbeitsweise (schnellstes Ineinander- 
gieBen des Inhaltes zweier Bechergliser oder Mefzylinder) er- 
halten wurde, beschrankt sich auf eine geringe Zahl. 

Unzweifelhaft geht aus den Versuchen hervor, daB je 
schneller die Vermischung der zur Reaktion zu 
bringenden Lésungen vor sich geht, desto hiufiger 
gleiche TeilchengréBe bei verschiedenen Konzen- 
trationen erzielbar. 

Die Erhaltung eines genauen AgNO,-Uberschusses von 
0,01°/, bringt keine nennenswerte Verbesserung. 

Die Ergebnisse der nephelometrischen Untersuchung von 
AgCl-Triibungen, die durch Fallung des AgCl hergestellt wurden, 
lassen sich nunmehr dahin zusammenfassen. 

Es ist médglich, bei AgCl-Triibungen verschiedener Kon- 
zentration gleiche TeilchengréBe zu erzielen. Doch kommen 
sehr haufig Abweichungen vor, die regellose, nach keinem Ge- 
sichtspunkt zusammenzufassende Resultate liefern. 

Zusatz von stark viscosen Lésungen (Glycerin), sowie starke 
Ionenkonzentrationen verbessern die Erscheinung nicht. 

Das Rihren der Fliissigkeit ist von geringem EinfluB, 
die Geschwindigkeit des ZusammengieBens dagegen von sehr 
groBem. 

Weitaus die besten Ergebnisse sind bei sehr rascher Ver- 
mischung der reagierenden Lésungen zu erhalten. Die Zahl 
der dann durch das Gesetz der Proportionalitaét ausdriickbaren 
Nephelometerablesungen ist eine so groBe, und die Wieder- 
kehr dieser Ablesung gegeniiber regellosen Ausfallen eine so 
haufige, da8 die prinzipielle Proportionalitaét zwischen Triibung 
und Konzentration durchaus bestitigt werden kann. 

Nur muB die AgCl-Triibung unter den bisher ver- 
wandten Arbeitsbedingungen als eine fiir die ne- 
phelometrische Untersuchung ungiinstige bezeichnet 
werden. 

Ebensowenig sind HgCl-Triibungen sowie BaSO, -Suspensionen 
geeignet. 

Ganz ausgezeichnete Resultate aber sind, wie die nach- 
folgenden Kapitel ergeben werden, mit der Ps.-Triibung mittels 
des Strychnin-Mo-Reagenses erzielbar. 


11* 
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Uber die Bestimmung der Posphorsiure. V. 
Die Bestimmung der Phosphorsaure als Strychnin-Phosphor- 
siure-Molybdanverbindung. 2. 


Spezielle Phosphorséure-Nephelometrie und Neuformung des 
Strychnin-Molybdanreagenzes. 


Von 


Hans Kleinmann. 
Unter Leitung von Joh. Feigl. 


(Aus der chemischen Abteilung des Allgemeinen Krankenhauses Hamburg- 
Barmbeck.) 


(Eingegangen am 5. August 1919.) 
Mit 3 Figuren im Text. 


Spezielle Phosphorsadure-Nephelometrie. 
a) Bisheriger Stand. 
a) Das salpetersaure Reagens, 
DaB die P-Mo-Saéure ein empfindliches Reagens auf Al- 


kaloide darstellt, ist eine schon seit langem bekannte Tatsache. 
Der Vorschlag aber, umgekehrt die Lésung, die man durch Auf- 
lésen einer Mo-Verbindung in einem Alkaloid (als zweckmaBigst wurde 
Strychnin gewahlt) als Reagens auf Ps. zu benutzen, stammt von Pou- 
get und Chouchak?), die im Jahre 1904 ein Ps.-Reagens angaben, 
daB sie durch ZusammengieBen von 10 ccm einer 15°/,igen Natrium- 
molybdatlésung, 2,5 com reiner Salpetersiure und 1 ccm gesittigte 
Strychninsulfatlésung herstellten. Da das Reagens von dem Bau des 
Natriummolybdates abhingig schien, die Zusammensetzung des Handels- 
Priiparates aber schwankt (nach Pouget und Chouchak ist nur das 
Priparat MoO, 0,24 NaO, 22 H,O brauchbar), verbesserten sie die Her- 
stellung ihres Reagenzes 1911, die sich nun endgiiltig folgendermaBen 
gestaltet. 
Aus 95,0 g Mo-Siureanhydrid und 30 g wasserfreier Soda wird 
durch Erhitzen mit 500 bis 600 com H,O eine Natriummolybdatlésung 





’) Pouget und Chouchak, Bull. de la Soc. Chim. 4. Serie, 5, 
104, 1909; ebenda, 4. Serie, 9, 649, 1911. 
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hergestellt, die nach Zusatz von 200 cem reiner HNO, von 36 B® auf 
1 1 aufgefiillt wird. (Lésung LI.) 

2,0 g Strychninsulfat werden in 90 ccm Wasser hei® gelést und 
nach dem Erkalten auf 100,0 ccm aufgefiillt. (Lésung II.) 

Das Reagens wird durch ZusammengieBen von 1 ccm der Lésung II 
zu 10 ccm der Lésung I erhalten. Dasselbe ist meist getriibt und muB 
filtriert werden. Nach kurzer Zeit beginnt es sich zu briunen und mu8 
frisch bereitet werden. 

Mit diesem Reagens, das sie als colorimetrisches bezeichneten, das 
aber in Wahrheit ein nephelometrisches ist, da es mit P,O, eine blau- 
lichgelbe Triibung ergibt, untersuchten Pouget und Chouchak P,0,- 
Lésungen von 0,01 bis 0,05 mg P,O,-Gehalt. Dieselbe wurde mit 10 ccm 
33°/,iges (Vol.-°/,) HNO, versetzt, auf 47 ccm mit H,O aufgefiillt 
und nach Zugabe von 2 ccm Reagens auf 10 ccm gebracht. Die Triibung 
wurde nach ca. 20 Minuten langer Entwicklung mit einer solchen be- 
kannten P,O,-Gehaltes, die gleichmaBig hergestellt war, im Colorimeter 
bei durchfallendem Lichte verglichen. 

Die Autoren behaupteten eine Proportionalitét zwischen Triibung 
und Konzentration, wenn die Grenzen von 0,01 bis 0,05 mg P,O, in 
50 cem nicht iiberschritten wiirden, und wenn die Aciditét der Lésung 
sich zwischen 1,2 bis 4,5°/, Salpetersiure bewegt. Doch schrinken sie 
diese Behauptung durch die Forderung ein, daB der Gehalt der Ver- 
gleichslésung méglichst dicht neben dem der untersuchten zu liegen 
habe. Als giinstigsten Sauregehalt, was Entwicklung und Starke der 
Tribung betrifft, bezeichnen sie 3,7°/, an freier HNO,. Ihre Angaben 
zur Erzielung dieses Saéuregehaltes sind aber vollig ungenau und von- 
einander abweichend. 

An einer Stelle (S. 105, 1909} behaupten sie, da8 ein Siuregehalt 
von 3,7°/, gleich einem Gehalt von 7 ccm Salpetersiure von 36 B° in 
100 cem Vol. ware, was tatsichlich einem solchen von 4,9°/, entspriche, 
an einer anderen Stelle derselben Arbeit fiigen sie zu der P,O,-Lésung 
10 ccm einer Mischung von 85 ccm reiner Siure(?) in 100 cem H,0, bei 
einem Endvolumen der untersuchten Lésung von 50 ccm. DaB sie unter 
der reinen Séure 100°/,ige verstehen, geht aus der spiter oft vor- 
kommenden Bezeichnung 35°/,ige (Vol.-Proz.) Saure fiir die Mischung 
hervor. Der endgiiltige Siuregehalt wire dann 7°/,, also ca. doppelt so 
groB, wie der geforderte. Da es sich wohl um Rechnungsfebler handelt, 
habe ich bei Untersuchung des Reagens Pouget-Chouchak den an- 
gegebenen Gehalt 3,7°/, zum Ausgangspunkt der Priifung gemacht. Die 
Empfindlichkeit ihres Reagenses wird von den Autoren mit 1:20000000 
angegeben. 

Eisen und Silicium sollen die Triibung nicht beeinflussen. 

Ein Nachteil des Reagenses, das auch von Denigés’) gepriift und 
empfohlen wurde, liegt darin, da8 es nach seiner Herstellung (ca. 20 Min.) 


1) G. Denigés, Merck, Bericht 8. 455, 1911. 
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triibe wird und sich braunt, welche Erscheinung schon die Autoren auf 
die Einwirkung der Salpeterséure zuriickfiihrten. 

Von Medinger’) ist spiter eine andere Zusammensetzung emp- 
fohlen worden, 40 g Ammoniummolybdat in 100 com Wasser durch 
Schiitteln gelést, mit 80 ccm gesattigter Strychninnitratlésung versetzt, 
bis die entstehende Triibung beim Schiitteln erhalten, werden mit einem 
gleichen Volumen Salpetersiure (D. 1,4) zusammengegossen, iiber Nacht 
stehen gelassen und klar abgegossen. Das Reagens soll haltbar sein, 
doch ist seine Empfindlichkeit geringer, 1: 10000000. Der wesentliche 
Fortschritt im Aufbau des Reagens beruht auf dem Ersatz der Salpeter- 
siure durch Salzsiure. 


f) Das salzsaure Reagens. 


Der Vorschlag, die Salpetersiure des Reagenses durch HCl zu er- 
setzen, stammt von Kober und Egerer’). Diese fanden nicht nur, 
daB durch den Ersatz ein haltbares Reagens herstellbar, sondern stellten 
auch einige Versuche iiber die Variation der anderen Komponenten, 
sowie den EinfluB der Aciditét auf die Triibung an. Da auch sie, wie 
Regout und Chouchak die Zusammensetzung des im Handel erhilt- 
lichen Natriummolybdates als oft wechselnd beobachten (das Mercksche 
Préparat wurde brauchbar befunden) stellten sie es sich selbst her. Von 
einer Menge von 1,5 g desselben als Grundlage des Reagenses ausgehend, 
variierten sie den Strychningehalt und fanden einen solechen von 1 ccm 
konz. Strychninsulfatlésung in 13,5 com Gesamtvolum befriedigend. Was 
den Siuregehalt betrifft, so machen Kober und Egerer dariiber 
folgende Angaben. 

Ist der Saéuregehalt des Reagenses zu -klein, so bildet sich eine 
unlésliche Mo-Strychninverbindung im Reagens; ist er zu stark, so wird 
die Phosphattriibung wieder gelést. Zwischen diesen beiden Grenzen 
soll aber eine Saéurebreite vorhanden sein, die ein befriedigendes Reagens 
und vollstindige Fallung des P,O, gestatten soll. 

Der giinstigste Sauregehalt soll nach ihnen erreicht werden, wenn 
das Reagens (Gesamtvolum 13,5 ccm) 10 com HCl 1:1 enthalt. Diese 
Saure stellen Kober und Egerer sich durch Verdiinnen starker HCl 
(spez. Gew. 1,2) mit dem gleichen Volumen Wasser her. Ihre Angaben 
sind aber, wie auch Meigs’) richtig bemerkt, voneinander abweichend. 
An einer Stelle ihrer Arbeit bezeichnen sie das spez. Gewicht ihrer 
Saurelésung mit 1,098, was einer Séure von 19,6°/) entsprache, wahrend 


') P. Medinger, Chem.-Zeitg. 39, 781, 1915; Chem. Centralbl. 2, 
1119, 1915. 

*) P. A. Kober und G. Egerer, Journ. of Amer. Chem. Soc. 87, 
2373, 1915 (Oktober); Chem. Centralbl. 1, 233, 1916. — P. A. Kober 
und Mitarbeiter, Journ. of Ind. and Engin. Chem. 7, 843, 1915; Chem. 


Centralbl. 2, 1262, 1915. 
5) Edw. B. Meigs, Journ. of Biolog. Chem. 36, 335, Nov. 1918. 
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die durch Verdiinnen einer Siure von 1,2 spez. Gewicht gewonnene 
21,2), wire. 

Weiter geben die Verfasser an, daB, wenn 5 ccm ihrer Séurelésung 
auf 100 verdiinnt wiirden, 24 ccm der verdiinnten Saure durch 30 ccm 
"/,-Alkalilésung titriert wiirden. Die Rechnung ergibt aber, daB dem 
Sauregehalt dann nur 15,4 ccm ®/,-Alkalilésung entspriche. 

Weiterhin sollen nach ihren Versuchen Phosphattribungen bei ver- 
schiedenem Sauregehalt bis zu 5 ccm ®/,-HCl — abgesehen vom Siure- 
gehalt des Reagenzes — keine Veriinderung der Triibungsstirke ergeben. 

Ihre Vorschrift fiir Reagens und Arbeitsweise lautet daher 
folgendermaBen: 

Aus 35 g reinem ammoniakfreien MoO, wird durch iiber 1 Stunde 
langes Kochen mit 50 cem einer NaOH-Lésung, die 400 g 96°/,iges NaOH 
im Liter enthalten, Natriummolybdat gewonnen. Dasselbe wird durch 
Eindampfen der Lésung auf dem Wasserbad, Waschen des Priparates 
mit 95°/,igem Alkohol und Trocknung im Vakuum bei 50° rein ge- 
wonnen. 

Das Reagens wird dadurch hergestellt, daB 1*/, g des Natrium- 
molybdates in 2,5 com Wasser gelést, mit 10 ccm der Siure (1:1) ge- 
schiittelt und dann mit 1 cem einer Strychninlésung (2 g in 100 Wasser) 
versetzt wird. Das Reagens wird nach 12 Stunden durch S. S. 
Filter 589 (!) filtriert und soll klar haltbar und farblos sein. 

Die Phosphaitriibung wird nach Kober und Egerer durch Ver- 
setzen der Ps.-Lésung mit 5 cem ®/,-HCl, 5 com Reagens und Auffiillen 
der Lésung auf 50 ccm mit H,O erhalten. 

Die Autoren folgern die Vollstindigkeit der P-Fallung mittels ihres 
Reagenses aus folgendem: 

Kober fand, daB der Faktor seiner nephelometrischen Formel 
(s. d.) im allgemeinen gréBer wurde, wenn er verschiedene Konzen- 
trationen durch Verdiinnen, anstatt durch Fallung herstellte. Er erklarte 
diese Erscheinung aus der Annahme, daB in verdiinnten Lésungen nicht 
stets die gesamte Substanzmenge vollig gefillt wird. Den durch Ver- 
diinnungsanderungen erhaltenen Faktor nannte er den theoretischen. 

Da er nun bei der Ps.-Triibung den durch Fiallung erhaltenen 
Faktor fast iibereinstimmend mit dem theoretischen fand, schloB8 er auf 
die Vollsténdigkeit der Fallung. 

Dieser SchluB fallt mit der Kritik der Formel, 
die ich im Abschnitt ,Allgem. Nephelometrie“ gegeben 
habe. Es war daher fiir mich notwendig, die Frage der Voll- 
stindigkeit der Fallung auf Grund des Proportionalititsverhalt- 
nisse zwischen Triibung und Konzentration bei gleicher Teilcher- 
gréBe, wie ich es entwickelt habe, zu untersuchen. 

Weiter aber erstreckten sich die Untersuchungen auf das 
Wesen der Triibung und ihre Bedingungen. 

Ubereinstimmend mit Meigs, dessen Beobachtungen (ich 
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erhielt dieselbx 1 erst nach AbschluB meiner Arbeiten) sich zum 
Teile mit den meinen decken, beobachtete ich schon bei der 
Herstellung des Kober und Egererschen Reagenses Ab- 
weichungen von den Angaben der Autoren, die ich auf die 
Saurekonzentration des Reagenzes zuriickfiihrte. 

Es wurde notwendig, um zu einer geeigneten Reagens- 
zusammensetzung zu kommen, das Wesen der P-Mo-Strychnin- 
triibung aufzuklaren. Es ergab sich, da8 nicht nur Ps., sondern 
alle Salze schwacher Sauren, eine Triibung ahnlich der Ps.- 
Triibung hervorrufen, und es gelang, das Wesen derselben zu 
ermitteln. 

Sodann wurde das Reagens Pouget-Chouchak genau 
studiert, die Frage der Proportionalitét und des Einflusses der 
Aciditat gepriift und schlieBlich ein geeignetes salzsaures 
Reagens durch systematische Anderung aller Faktoren er- 
mittelt. 

Dieses wurde dann auf die Proportionalitét der Triibung 
untersucht, das Saureoptimum ermittelt, als auBerst brauchbar 
befunden und die Grenze der Bestimmbarkeit der Ps. (was aber 
auf die Verbesserung des Nephelometers zuriickzufiihren) nach 
unten betrachtlich ausgedehnt. 


b) Untersuchungen iiber das Strychnin-Molybdinreagens. 
«) Untersuchung der P-Mo-Strychnintribung. 


Die Untersuchung des P-Reagenses begann mit der Her- 
stellung eines Reagenses nach Kober und Egerer. 

Das Na,MoO, wurde genau nach ihren Vorschriften hergestellt, 
die Séure 1:1 aus konz. HCl (forensisch) 1,19 spez. Gew., durch ent- 
sprechende Verdiinnung hergestellt. Bei der Zusammensetzung verwandte 
ich 10fach so groBe Mengen wie die von Kober und Egerer ange- 
gebenen. Hierbei beobachtete ich, da8, nachdem die Saéure zur Molyb- 
datlisung gegeben, wie zu erwarten ein weiBer Niederschlag entstand, 
MoO,, der sich dann im Uberschu8 der Siure léste. Fiigte man nun 
die Strychninsulfatlésung hinzu, so entstand eine dicke, auBerst volumi- 
nose gelbliche Fiallung, die sich nachtsiiber nur wenig vermindert hatte. 
Das als Filtrat klar gewonnene Reagens gab mit Ps. am gleichen Tage 
eine Tribung, am nachsten Tage aber unter Ausscheidung weiteren 
Niederschlages nicht mehr. ‘ 

Anderte ich die Reihenfolge der Zusammenmischung derart, daB 
die Saure zuletzt zugefiigt wurde, so entstand die voluminése Fallung 
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beim Vermischen der Mo- mit der Strychninlésung. Es handelte sich 
also wabrscheinlich um eine Strychnin-Mo-Verbindung. 

Da Zusatz von Saure die starke Fallung im Reagens selbst nicht 
sichtlich besserte, stellte ich folgende Vorversuche an. 


Tabelle LXI. 
Anderung der Molybdatmenge. 





lcem HCl 1:1 +2. ccm a Strychninlésung wurden Versetzt 














mit konz. Natriummolyb- 0.25 05 | 0.75 | 1.0 | 1,25 1.5 
cation in ccm . it Pig . i 
Niederschlag ae ee > I | > steigend 
Filtrat mit KH,PO,-Lsg. |—Fallung) -F | —-F | —F | —F -F 
Mit Strychninsulfat . . .]+  » +F | +F |+F | +F | +F 


Tabelle LXII. 


Variation der Saéuremenge. 


1 com einer ges. Natriummolybdatlésung -+ 2 ecm Strychninsulfatlésung 
wurde versetzt 





mit HCI1: 1 in cem e 0 2 | 4 6 | 8 10 
—————_——————————————— — ———— Sa — — — — — > 
Meteelien «: ee Nis elas »——-- 2 > ik — a —> abuchimend 
Filtrat + KH,PO,-Lésung —F |-F ag F | —F 
» +Strychninsulfat | +F | +F | + F | +F [4+F | 4F 


Da es mir auf diese Weise nicht gelang, ein brauchbares 
Reagens zu erzielen, wandte ich verschiedene im Handel er- 
haltliche Natriummolybdate an, ohne besseren Erfolg. 

Dagegen konnte ich beobachten, daB, wenn ich durch Zu- 
sammengieBen von Natriummolybdat und Strychninsulfat in 
waBriger Loésung, nach Erhitzen derselben den Niederschlag 
abfiltrierte, ich in dem waBrigen Filtrat durch Zusatz von 
Sauren eine Fallung erhielt. Es war also wahrscheinlich, dab 
sich die primare weiBe Fallung durch Erhitzen in Wasser léste 
und dann durch Séuren wieder ausgefallt wurde. Die durch 
Saéure wieder ausgefillte weiBe Substanz war im Uberschu8 
des Fallungsmittels wieder ldslich. 

Diese Beobachtung schien mit einer anderen in Verbindung 
gebracht werden zu kénnen, die ich anstellte, als ich nunmehr 
mit dem Reagens Pouget-Chouchak zu arbeiten begann. 

Beim ZusammengieBen der Lésungen I und II dieses Rea- 
genzes entstand, wie bei dem Reagens Kober und Egerer 
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eine Triibung, die aber bedeutend schwacher war. Das von 
ihr abfiltrierte klare Reagens lieferte mit KH,PO, starke 
Triibungen. 

Es stellte sich jedoch bei weiteren Versuchen heraus, da& 
das Reagens Pouget-Chouchak nicht nur mit Phos- 
phaten, sondern auch mit Carbonaten und Acetaten 
eine der Ps. vollstaindig analoge Triibung lieferte, die sich 
aber wieder im Uberschu8 des Fallungsmittels léste. 

Diese Versuche schienen sich durch folgendes Schema aus- 


driicken zu lassen. 


Mol, + Strychrin 





weibe Fallung 
loslich m tO unlostich wn hishich mn 
verdijnnten starken Sduren, 
failbar church Sduren geet darch 
verdlinme Séuren Acetate, Phosphate, 
Fig. 13. 


In Worten ausgedriickt hieBe das, daB Molybdatlésungen 
mit Strychninlésungen eine schwerlésliche Fallung (wahrschein- 
lich eine Mo-Strychnin-Verbindung) geben. Diese Fallung ist 
im Wasser schwach, in verdiinnten Saéuren nicht léslich, woraus 
die Fallung der waBrigen Losung durch Siuren folgt. In starker 
Saure lést sich die Strychnin-Mo-Fallung, wird aber durch Salze 
schwacher Saéuren, also durch Riickdringung der H-Ionenkon- 
zentration wieder ausgefiallt. 

Nach dieser Vorstellung wire die Triibung des Reagenzes 
durch Ps. nur auf die siureabstumpfende Wirkung des Phos- 
phates, also eine mittelbare Ursache zuriickzufiihren, was die 
nephelometrische Verwendbarkeit véllig in Frage stellen wiirde. 

Sie konnte aber volistiindig nicht aufrecht erhalten werden, 
als sich bei weiteren Versuchen herausstellte, daB eine Triibung 
der in starker Saure gelésten Strychnin-Mo-Fallung auch dann 
eintrat, wenn nicht nur Salze, sondern ihre Saéuren selbst den 
Lésungen hinzugesetzt wurden. 

Reine Essigsiure, Ps., Kohlensiure lieferten Triibungen. 
wahrend die zur Abstumpfung der Aciditat vorsichtig hinzu- 
getropften Laugen ohne Wirkung blieben. 

Es ergaben sich aus diesen Beobachtungen folgende Fragen : 
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1. Welcher Art ist die Verbindung, die durch Zusammen- 
gieBen einer Strychnin- und einer Mo-Lésung entsteht? 

2. Welcher Art ist die Verbindung, die durch Séuren aus 
dem Filtrat von 1 abgeschieden wird, und in welcher Beziehung 
steht sie zu 1? 

3. Welcher Art ist die Verbindung, die aus stark sauren 
Lésungen von 1 durch schwache Saure abgeschieden wird? 

In welchem Verhiltnis steht sie zu 1 und 2? 

Vor allem, ist sie eine direkte Verbindung von 1 mit den 
ihre Fallung bewirkenden schwachen Sauren? 

Zur Priifung dieser Fragen stellte ich mir eine gesattigte 
Strychninsulfatlésung (I) und eine gesittigte Natriummolybdat- 
lésung (II) her. 

1. Zuerst war zu entscheiden, ob die weibe Fallung beim 
ZusammengieBen von I und II eine Strychnin-Mo-Verbindung 
sei, oder vielleicht nur durch Wirkung des stark saucr reagie- 
renden Strychninsulfates, ausgefalltes MoO,. 

5cem I wurden mit 5 ccm II versetzt, der Niederschlag 
abfiltriert und von dem Filtrat ein Teil mit Strychninsulfat 
versetzt. Die eintretende Fallung erwies einen Molybdatiiber- 
schuB im Filtrat. Ein aliquoter Teil des: Filtrates, bei gleicher 
Verdiinnung mit Saure vorsichtig versetzt, gab keine Fallung. 
Es konnte also Abscheidung von MoO, durch die saure Reaktion 
des Strychninsalzes nicht in Frage kommen. 

Nunmehr wurde ein neuer Niederschlag hergestellt und 
abzentrifugiert. Die klare Fliissigkeit wurde abgegossen. Mit 
Essigsaure und Strychninlésung gab sie keine Fallung. Nun 
wurde der Niederschlag mit Wasser versetzt, aufgewirbelt und 
zentrifugiert. Das abdekantierte Waschwasser gab mit Strych- 
ninlésung HCl- und CH,COOH-Fillung. Der Niederschlag war 
also im Wasser loslich. Es wurde deshalb mit verdiinnter 
Essigsiure durch wiederholtes Aufwirbeln und Zentrifugieren 
gewaschen, bis die Essigsiure weder Strychnin- noch Mo- 
Reaktionen zeigte. 

Sodann wurde er in starker H,SO, gelést und mittels 
Bichromatkrystall auf Strychnin und mittels Ferrocyankalium 
auf Mo gepriift. Beide Stoffe wurden nachgewiesen. 

Der Niederschlag ist also eine Mo-Strychnin-Ver- 
hbindung. 








Cs a la it ede Se Se 


presen) me 


[ 





i aati lia 


2 her tite ACES Seater eae 


OE RE ES ye” EES 
ia ths Se ee a eee 








158 H. Kleinmann: 


2. Der Niederschlag wurde mit 30 ccm H,O gekocht (es 
geniigt auch, ihn eine Zeitlang kalt, tiichtig mit Wasser zu 
schiitteln) filtriert, und das Filtrat mit verdiinnten Lésungen 
von Salzen schwacher Sauren versetzt. 

Alle angewandten Sauren, Salzsiure, Schwefelsiure, Sal- 
petersiure, Oxalsiure, Citronenséure, Weinsaiure, Essigsaure 
geben Fallungen. Dieselben sind im Uberschu8 des Fallungs- 
mittels léslich. Wahrend aber der Niederschlag in organischen 
Sauren, also Citronenséiure, Weinsaure, so leicht wieder léslich 
ist, daB er nur bei vorsichtigem Zutropfen erhalten werden 
kann, bedarf es bei der Essigsiure und den starken Mineral- 
siuren eines betrichtlichen Saureiiberschusses, um ihn zur 
Lésung zu bringen. 

Der im UberschuB des Fallungsmittels geléste Niederschlag 
gibt bei Zugabe bestimmter Sauren wieder Fallungen. 

So zeigten durch Fallung und Lésung des Niederschlages 
mit folgenden Sauren hergestellte Lésung mit Essigsaure: 


mit Salpetersdure . . . Fiallung + 
» Phosphorsdure. . . » 
n Salzsiure. ..-.. ” +. 
_ eos sk ” —- 
» Citronensfure . . . > 
» Weinséure ... . > 
» Schwefelsiure . . . » + 


Die Zusammensetzung dieser letzten Fallungen wird weiter 
unten besprochen. 

Die durch Zusatz von Séure zur waBrigen Loésung der 
Mo-Strychnin-Lésung erhaltene Fallung wurde abzentrifugiert, 
mit Essigsiure gewaschen, in Schwefelsdure gelést und auf 
Strychnin und Mo gepriift. Beide Stoffe wurden gefunden. 

Die fallende Saure ist, wie weiter unten gezeigt wird, im 
Komplex nicht anwesend. 

Die durch Zusatz von Saéure oder Salzen zur waB- 
rigen Lésung der Strychnin-Molybdat-Lésung hervor- 
gerufene Fiallung ist die Strychnin-Mo-Verbindung 
selbst. (Ausnahme Ps. und Verbindungen s. d.) 

Mit anderen Worten: die Strychnin-Mo-Verbindung ist in 
verdiinnten Saéuren weniger léslich als im Wasser. 
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3. Um festzustellen, ob bei der Fallung der sauren Lésung 
der Strychnin-Mo-Verbindung durch eine andere Saure diese 
selbst in den Komplex hineingeht, also eventuell eine Verbin- 
dung Mo-Strychnin-Saiure bildet, wurden Fallungen mit leicht 
erkennbaren Siuren — HCl, HNO,, HNO,, H,PO, — her- 
gestellt und die Niederschlige dann auf Gehalt an genannten 
Sauren untersucht. 

Zu diesem Zwecke wurden Fallungen aus salzsaurer Lé- 
sung der Strychnin-Mo-Verbindung mit KNO, hergestellt, der 
Niederschlag abzentrifugiert, mit Strychninlésung bis zum 
volligen Verschwinden der Nitritreaktion nach Ilosvay 
v. Ilosva gewaschen, in HCl 1:1 gelést und auf Nitrit ge- 
prift. Die Proben blieben saimtlich negativ. Dagegen konnte 
Strychnin und Mo nachgewiesen werden. 

In der salpetersauren Losung der Strychnin-Mo-Verbindung 
wurden Fallungen mit HCl hergestellt, gewaschen wie oben. 
In starker HNO, gelést war keine Cl’-Reaktion mit AgNO, 
erzielbar. Strychnin und Mo wurden nachgewiesen. In wa8- 
riger Loésung der Strychnin-Mo-Verbindung wurde Niederschlag 
mit HNO, hergestellt, gewaschen wie oben. In H,SO, gelést; 
mit Diphenylamin war keine HNO,-Reaktion erzielbar. Mo 
und Strychnin konnten nachgewiesen werden. 

Hieraus folgt, wenn man nicht die unwahrscheinliche An- 
nahme machen will, dafS alle angewandten Sauren in nicht 
ionisierendem Komplex vorliegen, daB die durch die ange- 
wandten Sauren abgeschiedene Fallung die Strychnin-Mo-Ver- 
bindung ist. 

Diese mu8 dann in den zugesetzten Sauren eben weniger 
léslich sein als in den als Lésungsmittel gewahlten und wird 
durch den Zusatz der fremden Saure ausgefillt. 

Ganz andere Ergebnisse brachten die Untersuchungen der 
Ps.-Fallungen. Dieselben unterscheiden sich von der weiSen 
Farbe der Strychnin-Mo-Fallungen durch einen deutlich gelb- 
lichen Schein. 

Es wurden in salpetersaurer Lésung der Strychnin-Mo- 
Verbindung (Reagens Pou get-Chouchak) Fallungen durch Ps. 
erzeugt. Mit Strychnin bis zur Ps.-Freiheit gewaschen wie 
oben. 

Dann wurde die Fallung im Ammoniak gelést und mit 
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Magnesiamixtur versetzt. Die Reaktion wurde in einem Vol. 
von ca. 1 ccm angestellt. Nach einiger Zeit zeigte sich eine 
krystalline Fallung, die unter dem Mikroskop mit Hilfe einer 
Vergleichslésung als Ammoniummagnesiumphosphat identifiziert 
wurde. 

Zur Kontrolle wurden die ammoniakalischen Lésungen mit- 
samt den Krystallen angesiuert, worauf sich spontan das gelbe 
Ammonium-P-Mo ausschied. 

Hiermit war bewiesen, da8B die durch Zusatz von 
Ps. erzielte Fallung in einer sauren Lésung der Strych- 
nin-Mo-Verbindung ein Komplex ist, der aus Strych- 
nin, Mo und Ps. besteht. 

Es ware allerdings die Vorstellung médglich, daB ebenso 
wie bei den durch Zusatz von HCl, HNO,, H,SO, usw. her- 
vorgerufenen Ausfallungen der Strychnin-Mo-Verbindung, auch 
die Ps. die Loéslichkeit derselben in einer anderen Saure ver- 
schlechtert, gleichzeitig aber, bei der Neigung der Ps. mit Mo- 
Komplexe zu bilden, bei der Fallung der Strychnin-Mo-Ver- 
bindung ein Teil der Ps, als P-Mo-Strychnin-Verbindung aus- 
fallte. Da hierdurch aber die Menge der die Fallung bewirken- 
den Ps. vermindert wird, so miBte ein Gleichgewichtszustand 
bestehen zwischen der die Fallung bewirkenden freien Ps. und 
dem P-Mo-Strychnin-Komplex. 

Dann wire aber zur Erklarung des Bestehens der freien 
Ps. bei Gegenwart eines groBen Uberschusses Mo-Strychnin- 
Verbindung und der Médglichkeit einer Ps.-Strychnin-Mo-Ver- 
bindung eine Spaltung der letzteren, eventuell durch die an- 
wesende starke Mineralsdure als Hilfsvorstellung notwendig. 
Und weiter miiBte, wenn der Gleichgewichtszustand durch Ent- 
fernung (Abfiltration) des P-Mo-Komplexes verschoben, eine 
neue Fallung von Mo-Strychnin-P-Verbindung eintreten. Dieses 
ist aber nicht der Fall. 

Wenn man die P-Mo-Strychnin-Verbindung abfiltriert, so 
triibt die Lésung nicht nach. 

Auch Ps.-Zusatz unterhalb der Grenze, unter der er an 
und fiir sich eine Triibung hervorruft, hat keinen EinfluB, was 
beweist, daB ein im Gleichgewichtszustande befindlicher Ps.- 
Gehalt in der Lésung, der durch den geringsten Ps.-Zusatz be- 
einfluBt werden miiBte, nicht vorhanden ist. 
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Hieraus glaube ich schlieBen zu diirfen, daB die Fallung 
durch Ps. auf der Unléslichkeit der P-Mo-Strychnin- 
Verbindung in der mineralsauren Lésung beruht. 

Der Grund der Fallung ware dann fiir die Ps. ein spezi- 
fischer, nicht aber die Erscheinung der Triibung selbst. 

Es ist bei Priifungen auf Ps., mittels des Strych- 
nin-Mo-Reagenzes unbedingt n6étig, sich vorher von 
der Abwesenheit schwacher Saéuren, wie Acetate, 
Carbonate, Nitrite oder deren Salze zu iiberzeugen, 
und diese gegebenenfalls zu entfernen. 

Die Empfindlichkeit fiir diese Séuren ist nicht so groB 
wie fiir Ps.,immerhin aber doch betrachtlich. So fand ich als 
untere Grenze der Empfindlichkeit fiir Na,CO, 4 mg, fiir 
Natriumacetat 5 mg, fiir Natriumnitrit 1 mg in 50 com Lésung, 
wenn ich Reagens Pouget-Chouchak anwandte. Doch andern 
sich diese Grenzen natiirlich auBerst stark mit dem Saure- 
gehalt. 

Fiir die Nephelometrie der Ps. folgt jedenfalls hieraus die — 
praktische Vorschrift, die zu untersuchende Loésung zur Zer- 
stérung etwaiger Acetate einzudampfen und den Riickstand 
leicht zu erhitzen, ihn dann mit starker Mineralsdure auf- 
zunehmen und ihn zur Entfernung von Carbonaten und Nitriten 
mehrere Male mit der Saéure abzurauchen. 


§) Prifung des Reagenses Pouget-Chouchak. 


Das Reagens wurde genau nach Angabe der Verfasser bereitet. 
Doch wurde der Séuregehalt der zu untersuchenden Phosphatlésung 
nicht, wie die Verfasser angeben, durch Hinzufiigen von 10 cem 35°/,iger 
(Vol.-°/,) HNO, hergestellt, was bei einem Endvolumen von 50 cem, 
wie schon weiter oben auseinandergesetzt, einem Gehalt von 7°/, freier 
Saure entspriche, sondern gem&B der Vorschrift eines Gehaltes von un- 
gefahr 3,7 (Vol.-°/,) freier Saéure durch Zugabe von 10 cem_ 17,5, 
(Gew.-°/,) Saéure, von der 10 ccm auf 50 ccm verdiinnt einem Gehalt von 
3,86 (Vol.-°/,) entsprechen. 


Die ersten Versuche mit dem Reagens Pouget-Chou- 
chak befaBten sich mit der Entwicklungszeit und der Kon- 
stanz der Triibung, die gegen Glykogenlésungen eingestellt 
wurde. 

Sodann wurden mit gleichen Phosphatmengen Triibungen 
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hergestellt, um zu erproben, ob die TeilchengréBe bei den ver- 
schiedenen Versuchen die gleiche bleibe. 

Nachdem sich dies bestatigte, wurden Lésungen verschie- 
dener Konzentration nephelometriert und vollstandige Pro- 
portionalitat zwischen Tribung und Konzentration, weit iiber 
die Grenzen der von den Autoren angegebenen Ps.-Konzen- 
trationen, gefunden. 

Die Lage der Grenzen wurde festgestellt, wobei sich eine 
auBerordentlich starke Ausdehnung der Ps.-Bestimmbarkeit nach 
untenhin ergab. 

SchlieBlich wurde der Einflu8 der Saéurekonzentration auf 
die Triibung untersucht, die Abhaingigkeit der Triibung von der 
Aciditét graphisch dargestellt und ein Optimum der Triibung 
bei einer bestimmten Aciditaét ermittelt. 

Saimtliche angegebene Volumina wurden aus_ gepriften 
Buretten entnommen und unter leichtem Schwenken in ein 
Erlenmeyer-Koélbchen einflieBen gelassen. 

Die Glykogenlésung wurde durch Auflésen einer beliebigen 
Menge Glykogen in H,O hergestellt, die dann entsprechend der 
Starke der Phosphattriibung verdiinnt wurde. 

Alle, auch die folgenden Nephelometrien, wurden mit 
meinem neuen Instrumente ausgefiihrt. 


«,) Prifung der Entwicklungszeit und Konstanz der 
Tribungen. 


Tabelle LXIL 
EinfluB der Zeit auf die Entwicklung. 

















‘ | Stellung der | 
z Ablesungszeit | Glykogen- | P-Lésung Bemerkung 
Lésung | 
1 | Nach 5 Minuten. .. . 40 16,0 
»  weiteren 5 Minuten 40 16,0 
” ae 40 16,0 
” ” 5 ” 40 | 16,0 
” ee ae 40 | =: 16,0 
* " ee 40 16,0 Nach '/, Stunde 
Ausflockung 
2 | Nach 5 Minuten... . | 40 16,0 
. ap Lee 40 16,0 
“ “eee. Sere: | 40 16,0 
” ” 5 ” 40 | 16,0 
” 5 ” } 40 16,0 
- "et, ae | 40 16,0 Nach '/, Stunde 
Ausflockung 
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y,) Prifung des Zeiteinflusses, 

Lésung: 3 cem KH,PO,-Lésung (1 ecm 0,01 mg, durch entsprechende 
Verdiinnung meiner KH,PO,-Standardlésung hergestellt) plus 10 cem 
17,5°/,iger (Gew.-°/)) HNO, plus 2 ccm Reagens P.-Ch. plus H,O auf 
50 cem. 

DieVersuche Tab. LXITI zeigen, daB schon 5 Minuten nach dem 
Reagenszusatz die Triibung konstant ist (Pouget und Chouchak 
hatten eine Entwicklungszeit von 20 Minuten vorgeschrieben) 
und dieses auch eine halbe Stunde lang bleibt. Dann beginnt 
die Triibung allmahlich auszuflocken. 


Tabelle LXIV. 


Priifung der Fallungsiibereinstimmung. 














Losungen a, | a Lésungen a, ag 

20,0 | 19,8 20,5 | 20,2 

4 Lésungen: 20,0 | 20,2 4 Lésungen: 19,5 20,0 

@,, Ay, A, a, jedcem |} 20,0 | 20,0 Ja,, ay, a,,a, je6cem 20,0 | 20,5 

KH, PO,-Lésung 20,2 | 20,0] KH,PO,-Lésung 20,0 20,0 

(1 cem = 0,01 mg 3} 19,8 | 20,0] (1 cem=0,1 mg | 20,0 | 20,0 

P,O,) + 10 cem 20,0' 19,5] P,O,)+10 eem 20,0 | 20,0 

17,5°/,ige HNO, |} 20,0! 20,0] 17,5°/,ige HNO, 205 | 20,5 

+2ccm R. P. Ch. |} 20,0 | 20,5] +2 ccm R. P. Ch. 1938 | 20,3 

+ H,O auf 50 ccm }} 20,0 | 20,0] + H,O auf 50 ccm 20.0 j; 20,0 

22,0 | 20,0 200 |} 290.0 

Durehschnitt . . . | 20,0) 20,0} Durchschnitt. . . 20,03 | 20,05 
Verglichen mit . .|20,0| 20,0] Verglichen mit . .|a,= 20,0} a,== 20,0 

Abweichung in °/,.]| 0 | 0 |Abweichung in °/,} 0,15 {| 0,25 











Wie die Tabelle zeigt, stimmen Parallelversuche mit je 
verschiedenen P,O,-Mengen bis auf 0,25 maximalen Fehlers 
vollstindig unter sich iiberein, womit bewiesen ist, daB bei vor- 
liegender Arbeitsweise gleiche TeilchengréBe erzielt ist. 


B,) Priifungen von Triibungen verschiedener Konzen- 
tration. 


Die 1. Reihe von Versuchen erstreckt sich auf ein Mittelbereich 
von 10 bis 2 cem P,O, (1 eem = 0,01 mg P,O,) in 50 cem Volumen. 

Die 2. Reihe versucht die Grenze nach oben festzulegen und er- 
streckt sich von 10 bis 17,5 cem Ps.-Lésung. 

Die 3. Versuchsreihe sucht die Grenze nach unten und erstreckt 
sich von 2 bis 0,5 cem Ps,-Lésung. 

Die 4. Reihe setzt die Versuche der 3. fort, indem sie mit 10 fach 
verdiinnter Ps.-Lésung arbeitet (1 com = 0,001 mg P,O,). Sie verwendet 
Mengen von 5 bis 0,5 ccm. 

1. Je 10 ccm 17,5°/,iger HNO, werden mit 10, 8, 6, 4, 2cem Ps.- 
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Lésung (1 com = 0,01 mg) und 2 ccm Reagens P.-Ch. versetzt und mit 
H,O auf 50 ccm aufgefiillt. Die Lésungen seien in angegebener Reihen- 
folge a, bis a, genannt. 





Tabelle LXV. 


Priifung von Triibungen verschiedener Konzentration. 
@,: 8): 8,:8,:8,—=10:8:6:4:2. 
































fa {[s{elis|s* | 
12,0 | 25,0 | 15,0 | 300 | 196 | g@ 
12,0 | 25,0 | 15,0 | 30,2 | 200 | Sx 
12,0 | 252 | 150 | 300 | 196 | «5 
12.0 | 25,0 | 15,0 | 300 | 195 | 2 » 
eaiaiidiinin 12,0 | 255 | 150 | 305 | 200 | &. | 
om - +++ 2 180 | 250 | 150 | 800 | 196 | 84 
119 | 245 | 150 | 300 | 201 | & 2 
12,0 | 25,2 | 15,0 | 30,0 | 200 | S$ 
12,0 | 25,0 | 15,0 | 30,2 | 20,0 | S's 
119 | 25,1 | 15,0 | 800 | 201 | ™& 
Durchschnitt . . . .| 11,98 | 25,07 | 15,00 | 30,09 | 19,85 
Verglichen mit . . . |a,== 20\a,— 20/a,=— 20\a,=— 10/a,=— 10 
Abweichungin’/,. .) 02 |. 08 | 0 | 08 | 0,75 








2. Je 10 ccm 17,5°/,iger (Gew.-°/,) HNO, werden mit je 17,5, 
15,0, 12,5, 10,0 com KH,PO,-Lésung (1 ccm = 0,01 mg) und 3 cem Reagens 
Pouget-Chouchak versetzt und mit H,O auf 50 aufgefiillt. Die 
Lésungen seien 4,, a, a, und a, genannt. a,:a,:a,:8,—=17,5:15,0:12,5:10,0. 


Tabelle LXVI. 


Priifung von Triibungen verschiedener Konzentrationen. 
































| a, . a? eae ay 

15,0 14,5 16,0 , 

15,5 15,0 | 16,7 od 

15,5 145 | 168 @ 2 

145 | 16,0 2 & 

2 145 | 16,0 <6 

Ablesungen . ‘ 3 145 16.0 $8 

x 15,0 16,0 » S 

8 15,2 16,0 "5 

= 14,7 16,8 Act 
15,0 16,0 | 
pu ke ee — 14,74 | 16,23 
Verglichen mit. ...... a a, = 20,0 | a, = 16,0 
Abweichungen vom theor. Wert 

Me eee ee 4 — 1,2 1,4 





3. Je 10 com 17,5°/,iger (Gew.-°/,) HNO, wurden mit 2,0, 1,5, 
1,0, 0,5 com KH,PO,-Lésung (1 ccm =—0,01 mg) und 2 ccm Reagens 
Pouget-Chouchak versetzt und mit H,0 auf 50 gebracht. Die Lisungen 
Sseien @,, &, & und a, genannt. a,:a,:a,: a, = 2,0:1,5:1,0:0,5. 
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Tabelle LXVII. 


Priifung von Triibungen verschiedener Konzentrationen. 


























a, | ay as a, 
29,7 | 198 {| 40,0 20,0 
298 | 200 | 405 | 19,6 
30,0 | 200 | 400 | 200 
30,0 ;} 196 | 395 | 20,0 
298 | 202 {| 400 j; 20,2 
Ce a 300 | 200 | 400 | 198 
30,0 | 20,0 | 40,2 20,0 
30,1 | 20,1 39,5 | 20,0 
30,0 | 19,7 39,0 20,0 
30,0 20,0 40,0 | 20,0 
Duroheohnitt . . . . « 1 + 29,24 | Be. 94 39,96 19,96 
Verglichen mit. . . a,== 40 | a= 30 | a, 20 | a, =—10 
Abweichungen vom theor. Wert | 
WS oe tare. eke es + oS 7 ee 0,2 


4. Je 10 com 17,5°/,iger HNO, werden mit 5, 3, 1, 0,5 ccm einer 
10fach verdiinnten KH,OP,-Lésung (1 cem = 0,001 mg P,O,) und 2 ccm 
Reagens Pouget-Chouchak versetzt und mit H,O auf 50 ccm gebracht. 
Diese Lésungen seien a,, a,, a, und a, genannt. a,:a.ja,:a, = 5:3:1:0,5. 


Tabelle LXVIIL. 


Priifung von Triibungen verschiedener Konzentration. 


























A, A, a, 
18,0 10,0 one 
18,0 10,1 
17,5 i 100 — 
18,0 | 10.0 his 
17.9 | 100 sea 
CN ee a ee ae ee 20 | 100 as 
180 ; 10,1 — 
180 {| 10,1 — 
17,5 | 40.0 aaa 
18,0 10,0 — 
PIOIGOINNEIDE hace’ co. se Rae oe ee 17,94 10,03 
Vergii iebolt mit . . ‘ a, = 30 | a,= 30 | 
Abweichungen vom theor. Wert in “oy, of 1 Op 


Die Versuche der 1. Reihe zeigen, daB bei einem Gehalt 
von 10 bis 2ccm KH,OP,-Lésung, das sind 0,0 bis 0,02 mg 
P,O, in 50 cem, bis auf einen Beobachtungsfehler von 0,25° 
vollikommene Proportionalitét zwischen Triibung und Konzen- 


tration besteht. 
12* 











2 ERRORS cae ET 
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cer 
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Geht man mit den Ps.-Mengen iiber die Grenze von 0,1 mg 
in 50 ccm hinaus, so werden die Fehler gréBer, bis 1,7°/,, was 
aus der Tendenz der Liésung, bei dieser Konzentration aus- 
zuflocken, verstindlich ist. Eine Losung von 0,175 mg P,O, 
in 50 ccm war nicht mehr nephelometrierbar, da sie wahrend 
des Arbeitens schon ausflockte. 

Dagegen lat sich nach unten gegen die Mittelwerte weit 
hinausgehen (Reihe 2). 

Wie die Reihen 3 und 4 zeigen, bleibt bis zur 
Grenze der MeBbarkeit, also bis zu einer GroBe von 
0,001 mg P,O,, vollkommen die Proportionalitét und 
Genauigkeit der Ablesung (0,3°/, Fehler) gewahrt. 

Unterhalb 0,001 mg P,O,-Gehalt in 50 ccm war keine 
Triibung mehr wahrnehmbar. 

Damit ist also gegeniiber den Behauptungen Pouget und 
Chouchaks, daB8 nur GréBen zwischen 0,01 bis 0,05 mg be- 
stimmbar seien, der Beweis erbracht, daB Ps.-Mengen von 0,001 
bis 0,1 mg P,O, in 50 ccm exakt bestimmt werden kénnen. 

Da man mit meinem Nephelometer mit einem Volumen 
von 25 ccm auskommt, so laBt sich die untere Grenze fiir die 
absolute P-Menge noch weiter hinausschieben. Sie betragt 
dann 0,0005 mg P,O,. 

Es sind dies, abgesehen von den Ergebnissen der 
Capillaranalyse, die kleinsten Mengen, die meines 
Wissens mit einer solchen Genauigkeit, 0,5°/, maxi- 
maler Fehler bisher quantitativ bestimmt worden sind. 

Infolge der Kleinheit des Methodenfehlers kann man bei 
gréBeren Substanzmengen die Lésung noch verdiinnen. Ich 
rechne bei einer Verdiinnung auf 100 ccm daher die absolute 
P,O,-Menge, die nach oben die Grenze bildet, mit 0,2 mg P,O,. 


6) EinfluB der Siuremenge. 


Nach Pouget und Chouchak soll eine Anderung der 
Saurekonzentration, wenn sie innerhalb der Grenzen von 1,2 
bis 4,5°/, (Vol.-°/,) bleibt, keinen Einflu8 auf den Triibungs- 
grad, sondern nur auf die Schnelligkeit seiner Bildung haben. 

Es wurden daher Versuche mit Lésungen gleichen P,O,- 
Gehaltes bei Anderung der Saurekonzentration angestellt. 


eS ea ARNT 
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Die Angabe, daB die Geschwindigkeit des Anwachsens der 
Tribung sich mit der Aciditat der Lésung andert, konnte be- 
stitigt werden, und zwar wichst die Dauer der Konstant- 
werdung mit steigendem Sauregehalt. 

Deshalb wurden alle Triibungen langere Zeit hintereinander 
beobachtet und die Ablesungen erst dann aufgezeichnet, wenn 
Konstanz erzielt war. 

Die Angabe aber, daB der Triibungsgrad durch Anderungen 
innerhalb der angegebenen Grenzen nicht beeinfluBt wird, be- 
statigte sich nicht. 

Die 1. Versuchsreihe zeigt ein Optimum des Siéuregehaltes, 
eine zweite Versuchsreihe sucht dieses Optimum niher ab- 
zugrenzen. 

1. Zu 3cem P,O,-Liésung (1 ecem=0,01 mg P,O;) werden 10 bis 
2,5 ceem 17,5°/,ige (Gew.-°/,) HNO, sowie 2 ccm Reagens Pouget-Chouchak 
gegeben und mit H,O auf 50 ccm aufgefiillt. 


Tabelle LXIX, 


EinfluB der Siuremenge. 














| a, ay a, ay a, ay he a, 
oo - wr — = — —— -_—_——_—- —— —— — 
Vol.-°/, 3 9 99 19 09 
ohne Reagens: ‘i oe " e 
« 4 i 
cem Siuregehalt — » “ 
eagles i 10 D ) oO ( 75 5 Y 
an 17,5 °/,ig. HNO,: =" 10 sis . — 




















20,0 24,0 22,0 11,0 20,0 24,0 22,0 11,0 

20,2 | 240 |} 220 |-11,0 20,0 | 239 22,5 10,9 

20,2 | 23,9 22,0 11,0 19,9 | 24,0 22,0 11,0 

20,01 | 24,1 21,5 10,8 19,8 |} 23,5 22.0 10,8 

20,0 | 24,0 | 22,0 | 11,0 19,9 | 24,0 22,3 11,0 

Ablesungen . . - }} 999 | 240 | 220 | 11,0 | 199 | 240 | 223 | 109 

24 } 339 918 |. 105 20,0 | 24,0 22,2 10,8 

20,0 | 241 | 21,5 | 10,8 20.0 |. 23.5 22.0 11,0 

20.0. | 260 -| 220 11,0 199 | 240 22,0 11,0 

20,0 240 | 220 | 11,0 200 | 24.0 22.3 11,0 

Durchschnitt . .} 20,08 | 24,00 | 21.88 | 10,91 19,94 | 23,89 | 22.16 | 10,94 
Verglichen mit. . ja, = 20/ a, = 20| a, = 20/a, = 20] a, = 20/ a, = 20 a,— 20 a, = 20 

Abweichung in °/,] 0,4 20 9,4 9,0 0,3 19,45 10,8 9,06 


Zu je 10 ccm KH,PO,-Lésung (1 cem = 0,01 mg P,O,) werden 10, 
12,5, 15, 17,5, 20 cem 17,5°%,iger (Gew.-°/,) HNO, -+ 2 cem Reagens 


Pouget-Chouchak gegeben und mit H,O auf 50 cem aufgefiillt. 








° 
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Tabelle LXX. 


Einflu8 der Sauremenge. 






































a, | Bg ay | a, | a, 
Vol.-°/ rd ‘ —_ 
ohne Reagens: 8,9 48 5,8 6,8 ee 
com Sauregehalt | | ; 
an 17,5°|,ig HNO,:| 10 | 125 | 15 17,5 | 20,0 
20,0 18.0 145 | 160 | 20,0 
20,0 18,0 14,5 16,2 | 25,5 
20,2 18,0 15,0 16,2 25,8 
20,2 17,9 14,5 16,3 | 25,5 
20,0 18,0 14,5 16,5 | 25,6 
} > ’ > , ? 
Ablesungen .. -)/ 905 18,0 15,0 16,5 | 258 
20,0 18,0 14,5 16,2 | 26,0 
19,8 18,0 14,5 16,5 | 26,0 
19,7 18,0 14,5 16,5 | 26,0 
20.0 18,0 14,8 164 | 25,5 
Durchschnitt. . . | 20,04 | 17,99 | 14,68 16,33 | 25,78 
Verglichen mit. . | a,=20 | a,—20 | a,—20 | a,—20 | a,—20 


2. Zu je 3cem KH,OP,-Lésung (1 com=—0,01 mg P,O;) werden 
17, 16, 15, 14, 13 und 10 cem 17,5°/,iger (Gew.-°/,) HNO, + 2 com 
Reagens Pouget-Chouchak gegeben und mit H,O auf 50 ccm auf- 














gefiillt. 
Tabelle LXXI. 
Einflu8 der Siuremenge. 
Pe re | a, | By | as | a, a, | “i 
Vol.-°/, ohne Reagens: | 3,9 | 5 | 5,8 | 5,4 6,2 6,6 
“com ‘Siuregehalt 10 | 13 15 14 16 + ¢ 


an 17,5°/,ig. HNO,: 








20,0 | 17,6 | 14,5 | 165 | 140 | 15,5 
200 | 176 | 146 | 165 | 140 | 155 
20,0 | 176 | 147 | 165 | 140 | 15,4 
205 | 176 | 147 | 164 | 139 | 155 
202 | 175 | 146 | 164 | 140 | 155 . 
Ablesungen ..--)! 995 | 176 | 146 | 165 | 140 | 15,5 
200 | 176 | 146 | 165 | 139 | 154 
208 | 175 | 146 | 165 | 140 | 155 
° 200 | 176 | 145 | 164 | 189 | 154 
2000 | 176 | 146 | 165 | 139 | 155 


Durchsehnitt ... 20,08 | 17,58 | 14,60 | 16,47 | 13,95 | 15,47 
Verglichen mit . . . [a,==20/a,= 20|a,— 20|a,=— 20/a, = 20) a, = 20 


























Wie die erste Tabelle lehrt, wachst die Triibung, wenn 
man unter einen Gehalt von 7,5 ccm Saure gleich 2,0 Vol.-°/, 
heruntergeht. 
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Diese Erscheinung wurde darauf zurickgefiihrt, daB die 
Strychninmolybdanverbindung in verdiinnter Siure weniger lés- 
lich als in starker. Bei einer bestimmten Saurekonzentration 
wird daher schon durch Wasser eine Tribung im Reagens 
hervorgerufen, was ich auch experimentell bestitigen konnte. 
LaBt man 2 ccm Reagens Pouget-Chouchak zu 23 ccm Wasser 
flieBen, so entsteht eine Triibung, fiigt man aber vorher 10 ccm 
HNO, (17,5 °/,) hinzu, so bleibt die Lésung klar. Das Ansteigen 
der Triibung bei Verminderung des Saéuregehaltes ist also nichts 
anderes als eine Ausfallung der Strychnin-Mo-Verbindung durch 
Wasser. Steigert man aber die Aciditaét der Lésung iiber 2,9 °/,, 
(hierbei ist die Aciditét des Reagenses selbst nicht beriick- 
sichtigt) so wachst, wie die vorstehenden Tabellen zeigen, die 
Phosphattriibung, um bei einem Sauregehalt von 17 com = 6,6 Vol.- 
°/, wieder abzunehmen, 

Es existiert also fiirdie Phosphattriibung ein Opti- 
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Fig. 14. Einflu®B der Aciditaét auf die Triibung. 








170 H. Kleinmann: 


mum der Aciditit, das, wie aus der Tabelle LXXI er- 
sichtlich, bei einem Zusatz von 16ccm meiner Saure 
gleich 6,2 Vol.-°/, HNO, der Lésung erreicht ist. Diese 
Verhaltnisse werden durch beiliegende graphische Darstellung 
veranschaulicht. 

Allerdings muf hier noch die Aciditét des Reagenses be- 
riicksichtigt werden. Gemi{ der Anwendung von 200 ccm HNO, 
von 36 B® (70,4 Vol.-°/,) fiir 1000 cem Lésung I und An- 
wendung von 2 ccm Reagens, das aus ZusammengieBen von 
10 cem I und 1 ccm II hergestellt, in 50 cem Lésungsvol. be- 
trigt die Sauremenge, die durch das Reagens in die Lésung 
kommt, ae osee 0,51 Vol.-°/,. Das Siureoptimum der 
Triibung liegt daher bei 6,7 Vol.-°/,. Durch eine Anderung 
der Aciditét um 0,4°/, wird die Stiirke der Triibung schon 
merkbar beeinfluBt. 

Hieraus folgt, daB beim Vergleich verschiedener 
Phosphattribungen stets der Siuregehalt der zu ver- 
gleichenden Loésungen der gleiche sein muB, und er 
zweckmaBigst 6,7 Vol.-°/, betragen soll. Dieser Ge- 
halt ist bei Anwendung von 2ccm Reagens durch Zu- 


fiigen von16cem 17,5°/,iger HNO, (Gew.-°/,) bei einem 


Endvolum von 50 ccm leicht feststellbar. 


y) Herstellung eines salzsauren Phosphor- 
sadurereagenses, 


«,) Herstellung des Reagenses. 


Obgleich das Reagens Pouget-Chouchak wie im vorigen 
gezeigt, iuBerst empfindlich ist und gute Resultate liefert, ist 
es fiir die Praxis nicht geeignet, da es schon 15 bis 20 Minuten 
nach seiner Zusammenstellung sich zu bréunen und triiben be- 
ginnt und wieder frisch hergestellt werden muB. 

Da ich nun nach den Angaben Kober und Egerers kein 
brauchbares Reagens erzielt hatte, versuchte ich, durch syste- 
matische Variation aller das Reagens zusammensetzender Fak- 
toren, ein Reagens zu erhalten, das haltbar, empfindlich und 
ékonomisch ist, d. h. das keinen Faktor unnétig im UberschuB 
enthalt. 

Da 3 Unbekannte vorhanden waren, namlich Strychnin, 
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Natriummolybdat und HCl, wiahlte ich eine GréBe als Grund- 
lage. Als solche erachtete ich 2 ccm konzentrierte Strychnin- 
sulfatlésung fiir geeignet. 

Nach Zusatz einer beliebig gewihlten Menge Molybdat 
variierte ich die HCl-Menge, und nachdem der Einflu8 der- 
selben festgestellt, die Mo-Menge bei einem optimalen HCI-Gehalt. 


«,) Variation der Sauremenge beim Reagens selbst. 

Da bei der Durcharbeitung der Strychnin-Mo-Verbindung, 
sowie beim Arbeiten mit dem Reagens Pouget-Chouchak 
sich ergeben hatte, dai bei Verdiinnung der mineralsauren 
Strychnin-Mo-Lésung sich die Strychnin-Mo-Verbindung aus- 
scheidet, war es notwendig, bevor das Reagens mit KH,PO, 
geprift werden konnte, festzustellen, welcher Saiuregrad zur 
Hintanhaltung der Strychnin-Mo-Fallung notwendig ist. 

Daher wurden je 3 ccm konzentrierte Natrium-Mo-Lésung mit 2 cem 
konzentrierte Strychninsulfat-Lésung und 10, 9, 8, 7, 6, 5, 4, 3, 2, 1 
konzentrierte 37°/,ige HCl (1,19) versetzt und mit H,O auf 25 cem auf- 
gefiillt. 


Es gaben die Lésungen mit: 


Tabelle LXXII. 





or? Soe 7 6 : 2 1 eem HCl 





stark stark | kryst. | kryst. schwach| klar bis klar bis| fast grobe | grobe 
kryst. | kryst. |Fallung|Fallung; kryst. | auf ge- | auf ge-| klar | Flocken’ Flocken 
Fallung Faillung) + + /|Fallung ringe ringe 
+++ ++ Flocken Flocken 
Es hatte sich also die Strychnin-Mo-Verbindung mit 1 und 2 cem HCl 
nicht oder nur zum Teil, mit 3, 4, 5 ccm fast ganz gelést, wihrend bei 
weiterem HCl-Zusatz eine krystalline Verbindung, ,Strychninchlorhydrat“, 
ausfiel. 
Alle Versuche wurden durch S. S. 589 Blauband-Filter abfiltriert 
und von den klaren Filtraten je 1 cem zu 25 ccm H,O gegeben. 
Die Lésungen blieben bei Anwendung des Reagenses: 





Tabelle LXXIII. 


10a 9a | 8a 7a 6a 5a 4a 3a 2a la 








= cE CERES (ae 2 
klar | klar | ‘klar | leicht | leicht | triibe | triibe | triibe | leicht klar 
| | triibe | triibe | | | triibe | 


| 


Versuche mit Reagens la und 2a blieben klar, was darauf zuriick- 
zufiihren ist, da8 die Strychnin-Mo-Verbindung sich in der geringen Saure- 
menge nicht gelést hatte (s. d. Tabelle). Bis 7a wurden die Reagenzien 
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durch Wasser getriibt, weiter aufwarts blieben sie klar. Das heiBt, dab 
bei Beriicksichtigung der entsprechenden Verdiinnungen ein Sauregehalt 
von 8 ccm konzentriertem HCl im urspriinglichen Reagens notwendig, 
um eine Triibung durch H,O zu verhindern. 

Da 1 cem konzentriert HCl = 0,443 g HCl, so entspricht 1 ccm des 
auf 25 ccm aufgefiillten Reagenses —— = 0,1418g HCl. Es sind also 
zum mindesten 0,1418 g HCl in 25 cem erforderlich, um eine Triibung 
des Reagenses durch Wasser zu verhindern. , 

Nunmehr wurden die verschiedenen Reagenzien auf ihre Fahigkeit, 
Ps.-Triibungen zu liefern, gepriift. Zu je 1 ccm der Filtrate 10a bis la 
der urspriinglichen Reagenzien 10 bis 1, wurden 0 bis 9 ccm einer Saure- 
lésung von 1 cem 87°/,ig. HCl in einem Gesamtvolumen von 25 H,O ge- 
geben und die Lésungen auf 25 ccm aufgefiillt, so da8 der Sauregehalt 
aller Reagenzien gleich dem des Reagenses 10a wurde. Hierdurch wurde 
die Méglichkeit einer Wassertriibung ausgeschlossen. 

Zu allen Reagenzien wurden dann je 2 ccm KH,PO,-Lésung 
(1 com = 0,01 mg) hinzugefiigt und die Lésungen nephelometrisch ver- 
glichen. 





Tabelle LXXIV. 


Herstellung eines salzsauren Phosphorreagenzes. 








~Reagens —| 1b | 2b | 3b | 4b | 5b | 6b | 7b | 8b | 9% | 10b 





| 


Ablesungen .. | klar 





20,0 | 23,0 | 23,0 | 28,0 | 24,0 | 28,0 | 32,0 klar | klar 
20,0 | 23,0 | 23,0 | 23,0 | 24,0 | 28,0 | 32,0 | | 








20,0 | 23,0 | 23,0 | 23,0 | 24,0 | 28,0 | 32,0 | 
Durchschnitt 20,0 | 23,0 | 23,0 | 23,0 | 24,0 | 28,0 ae | 
Verglichen mit . | 2b | 2b | 2b | 2b | 2b | 2b | 2b | | 





Wie die Tabelle lehrt, gaben die Reagenzien 3b bis 5b die 
stirksten und untereinander gleichmaBige Triibungen. Diese 
Reagenzien stammen von den Versuchen 3 bis 5, die fast klare 
Lésungen darstellten. 1b gab keine und 2b nur eine schwiichere 
Triibung, was auf die geringe geléste Strychnin-Mo-Menge zu- 
riickzufiihren ist. 9b und 10b gaben ebenfalls keine Triibung, 
was durch das Ausfallen des Strychnins als Strychninchlorid 
verstandlich ist. 

Die Anderung der Aciditét von dem Reagens 3 bis 
Reagens 5 hat auf die Triibfahigkeit keinen nennenswerten 
EinfluB. : 

f,) Variation der Molybdanmenge. 


Zur Herstellung einer Natriummolybdat-Lésung bediente 
ich mich nicht des ziemlich zeitraubenden Verfahrens nach 
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Kober und Egerer, sondern des schnell ausfiihrbaren nach 
Pouget und Chouchak (95 g MoO, mit 30g trocknem 
Na,CO, in 250 H,0). 

Als Séurezusatz wurde nach. obigem eine Menge von 4 ccm 
konzentrierten HCl (1,19) gewahlt. 

Zu 2 ccm konzentrierter Strychninlésung wurden | bis 10 ccm der 
angefiihrten Natriummolybdat-Lésung zugefiigt, die mit H,O auf 12 ccm 
mit H,O gebracht, beobachtet, 4 ccm konzentrierte HCl hinzugefiigt, auf 
25 cem mit H,O gebracht, beobachtet und 24 Stunden stehen gelassen. 
Nach Filtration wurden mit je 1 com Reagens nach Zusatz von 10 ccm 
2/, HCl und 25 ccm P,O,-Lésung in einem Volumen von 25 cem Trii- 
bungen hergestellt und diese nephelometriert. 


Tabelle LXXV. 


Variation der aes atrial 





Molybdatlisung [re le ecm 1 | 2 ee cem | ‘Be ecm 7. A cem | 5ceem |6 ccm! 7 cem | {8 ecm | 9 com {10 ecm 








| leicht | leicht re 


Beobachtung | triib | wa | trib | trib 





klar | klar i kler | klar | klar | klar 


Triibung in —+-Richtung abnehmend. Das Verhiltnis bleibt ina wenn alle Lésungen 
mit H,O auf gleiches Volumen (12 ccm) gebracht wurden. 





Zugabe von 4 ccm HCl (1,19) mit H,O auf 25 cem 





oe a klar | kl schwach| schwach stirker| stark dank | maak stark | stark 
g sac eased flockig | flockig | flockig | flockig |flockig | flockig flockig | flockig 


nach 24 Stunden tock klar | klar | klar oo flockig flockig ‘flockig flockig | flockig 





Triibt nach Filtration stets nach. 


| 


Tabelle LXXVI. 


Nach -Zusatz von 10 com 2/,-HCl-+ 2 ccm KH,PO,-Lésung (1 ccm. 
= 0,01 mg | P, 205) je 1 com der Reagenzien auf 25. 

















Reagens Vike we 5 13) 8-8. | 0 
Nephelometer- | 
Seen. 6h: OF. | OO) 20. 1 OO i 0 18 | 7} 168 | 17,5 5 | 175 


Verglichen mit . {2 = 20/2 — 20, 2—20 | 2—20 | 2 = 20 2 = 20|2 — 20/2 — 2012 — 202 — 20 


Die Tabelle zeigt, da8 bei Zusatz der Molybdatlésung bis zu 4 ccm 
sich die Strychnin-Mo-Verbindung ausschied, die sich bei weiterer Zu- 
gabe der Molybdatlésung wieder (vielleicht unter Bildung von Komplex- 
verbindungen) léste. Dies Verhalten war nicht auf die verschiedene 
Fliissigkeitsmenge zuriickzufiihren, da es das gleiche blieb, wenn die 
Lésungen mit H,O auf das gleiche Volumen 12 ccm gebracht wurden. 

Nach Zusatz von 4 ccm konzentrierte HCl und Stehenlassen iiber 
24 Stunden wurden die Lésungen 1 bis 4, in denen also im Sinne der 
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Strychnin-Mo-Verbindung kein iiberschiissiges Molybdat vorhanden war, 
klar, wihrend die Lésungen 5 bis 10 stark ausflockten. Dies Verhalten 
ist verstindlich, wenn man bedenkt, daB die durch den HCl-Zusatz frei 
werdende Mo-Siiure in den Lésungen 5 bis 10 ebenso vermindernd auf 
die Léslichkeit der Strychnin-Mo-Verbindung in der Mineralsiure wirkt, 
wie dies bei allen schwachen Sauren beobachtet wurde. 

Die Lésungen 5 bis 10 konnten durch Filtration nicht klar erhalten 
werden, da, wohl infolge eines Gleichgewichtszustandes zwischen dem 
iiberschiissigen Mo und der ausgeflockten Mo-Strychnin-Verbindung, nach 
Entfernung der letzteren sich die Lésungen erneut triibten. 

Nephelometrisch verwandt, zeigten die Reagenzien 2 bis 5 die 
stiirkste und unter sich gleichmaBigste Triibungsfihigkeit. 

1 gab wohl infolge seines zu kleinen Mo-Gehaltes und 6 bis 10 in- 
folge der Ausscheidung der Strychnin-Mo-Verbindung nur schwiichere 
Triibungen. 

Da die an sich guten Reagenzien 3 bis 5 nach ihrer Zusammen- 
stellung nach ca. 24 Stunden sich leicht triibten und diese Triibung 
auch nach Filtration sich wiederholte, wahlte ich als geeignet das 
Reagens 2. 

Da nun auf 2 cem Molybdatlésung 2 cem Strychninlésung, 4 ccm 
HCl (1,19) uud 17 cem H,O kamen, so wiirde bei einem Gesamtvolum 
von I Liter 80 cem Molybdatlésung, 80 ccm Strychninlésung, 160 ccm 
konzentrierte HCl und 680 ccm H,0 erforderlich sein. Da 2 weiter in 
250 cem meiner Natriummolybdatlésung 95 g MoO, und 30 g trocknes 
Na,CO, entbalten waren, so waren zur Herstellung von 80 ccm 30,4 g 
MoO, und 9,6 g Na,CO, erforderlich. 


Hieraus ergibt sich die Herstellung meines Reagenses 
wie folgt: 

30,4 g ammoniakfreies MoO, und 9,6 g krystall- 
wasserfreies Na,CO, werden in einem Volumen von 
‘ca. 200 ccm H,O so lange gekocht, bis sich das ‘MoO, 
bis auf einige kleine Flocken, die meistens von Ver- 
unreinigungen stammen, gelést hat. Die Loésung wird 
filtriert (S. 8.589) und warm (zur Vertreibung eventuell 
noch vorhandener CO,) mit 160 ccm konzentrierter HCl 
(spez. Gewicht 1,19) versetzt. Dann 1iBt man die Lé- 
sung erkalten. 

Zu ihr wird sodann eine Strychninsulfatlésung, 
die man sich durch Auflésen von 1,6 g reinen Strychnin- 
sulfates in 80 ccm H,O bei 90° hergestellt hat, gegeben 
und die Lésung dann mit H,O auf 1000 ccm gebracht. 

Das Reagens ist klar, farblos und haltbar; nach 4 Wochen 
nimmt es allerdings eine ganz leicht rétliche Farbung an, die 


mH 
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auf die Wirkung der HCl auf das Strychnin zuriickzufiihren. 
Seine Triibungskraft bleibt erhalten. 

Die Ansetzung der Phosphatloésung lehren folgende Ver- 
suche, die sich mit dem Einflu8 der Aciditaét auf ‘die Triibung 
beschaftigen. 


6,) Untersuchung von Triibungen mit dem neuen 
Reagens. 


«,) Einflu8 der Aciditat auf die Triibung. 


Vorversuch. 

l com Reagens+- 0,0cem HCl+H,0 auf 25 zeigt Triibung 

i n -- 5 ” »/,-HCl -} H,0 n 25 ” ” 

| ae - +10 » /,-HCI+H,0 » 25 bleibt klar. 

l ccm Reagens wird mit 2 cem KH,PO,-Lésung, 4 bis 22 cem ®/,-HCl 
versetzt und mit H,O auf 25 ccm gebracht. Die Lésungen werden ne- 
phelometriert. Da es sich nicht um genaue Messungen, sondern um 
Grenzbestimmungen handelt, werden einfache Nephelometerablesungen 
gegeben. 

Tabelle LXXVIL. 


EinfluB der Aciditaét auf die Triibung. 





- SéuregehaltinVol.-°/, | 
ohne Beriicksichti- | | 
gung des Reagenses} 0,68 | 0,88 | 1,17 | 1,46] 1,75} 2,04 | 2,33 ) 2,63) 291° 3,21 

com */,-HCl....| 4 6 | 8 | 10] 12 | 14 | 16 | 18 | 2 | 22 

Nephelometerablesg.| 6,5 | 85 | 16 | 18 | 20 | 145] 14 14 16 | 27,5 

Verglichen mit. . . ja = 20\a = 20!a = 20;a = 20/a = 20\a = 20/a = 20/a = 20'a = 20a = 20 

Nochmaliger Versuch} 6,0 | 85 | 16 | 18 | 20 | 145 | 145| 145] 145 9 25 





Tabelle LXXVIII. 


EinfluB der Aciditat auf die Triibung. 

SauregehaltinVol.-°/, | | 

ohne Beriicksichti- | | | 

gung des Reagenses} 1,60 | 1,75 | 1,90 | 2,04 | 2,19} 2,33 | 2,48 | 2,63) 2,77 | 2,91 
com */,-HC] . . . .{11,3 12 | 18 Sw ee ee Ge ees See Ss 19 20 
Nephelometerablesg. | 20 | 16,5 | 15 | 13,5 / 13,5 | 18,5 | 185 | 135) 135 15 
Verglichen mit . . . ja = 20/a = 20\a = 20;a = 20a = 20a = 20/a = 20a = 20 a= 20a — 20 
Nochmaliger Versuch} 20 | 16,5 | 15,5 | 13,5] 18,5 | 135 | 185 | 185 | 18,5) 13,5 











Wie die Vorversuche lehren, ist bei Anwendung von 
1 ccm Reagens in einem Volumen von 25 ccm die Anwesen- 
heit einer Séiuremenge notwendig, die zwischen 5 bis 10 ecm 
n/,-HCl liegen muB. Denn bei einem Zusatz von 5 ccm dieser 
Siure wird das Reagens noch durch H,O getriibt, wihrend es 
bei Zusatz von 10 ccm klar bleibt. 
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Bei Betrachtung der Phosphorsauretriibung in TabelleLXXVII 
zeigte sich cuch, daB die Triibung unterhalb eines Gehaltes 
von 10 ccm Saure ansteigt, was auf die Fallung der Strychnin- 
Mo-Verbindung durch die Verdiinnung des Reagenses zuriick- 
zufiihren. 

Fahrt man aber mit Zusatz von Siuremengen iiber 10 ccm 
n/, hinaus fort, so sieht man, daB die Triibung starker wird, 
um bei 20 ccm Saurezusatz wieder abzunehmen. 

Es ist also ein Optimum des Sauregehaltes fiir 
die Triibung vorhanden, der zwischen 14 und 19 ccm 
Saurezusatz liegt, was einem Gehalt der Lésung von 2,04 bis 
2,77°/, (Vol.-°/,) HCl entspriiche, wobei der Siauregehalt des 
Reagenses noch nicht beriicksichtigt ist. 

Innerhalb dieser Acidititsgrenzen ist das Optimum kon- 
stant und wird durch Variation der Saéuremenge innerhalb 
seiner Grenzen nicht beeinfluBt. 

Was nun den Sauregehalt des Reagenses selbst betrifft, 
so entspriche, da eine Siure vom spez. Gewicht 1,19 44,3°/,ig 
(Vol.-°/,) ist, 1 com meines Reagenses einer Siuremenge von 
160-0,443 

1000 — 
0,28°/, (Vol.-°/,) ausmachten. 

Das Siureoptimum liegt also zwischen den Grenzen von 
3,32 bis 3,05 Vol.-°/, HCl der untersuchten Lésung. 

Diese Verhaltnisse werden durch nebenstehende graphische 
Darstellung veranschaulicht. 

Die Werte der Tabelle LXXVIII, die mit Lésung 11 auf 
20 gemessen ist, wurden entsprechend Tabelle LXXVII mit Lé- 
sung 12 auf 20 umgerechnet. Die Ablesungen sind abgerundet. 

Wenn nun der HCl-Gehalt der zur Herstellung des Reagenses 
verwendeten konzentrierten Séure etwas schwankt, was bisweilen 
vorkommt [Meigs machte bei seinen nephelometrischen Arbeiten 
darauf aufmerksam, daB der Gehalt der 37°/,igen Siure 
(Gew.-°/,) spez. Gewicht 1,19 off nur 35°/, (Gew.-°/,) betragt], 
so wirde selbst eine Schwankung bis zu 34,4°/, spez. Gewicht 
1,175, bei 1 com meines Reagenses nur eine Anderung von 
0,02 Vol.-°/, meiner untersuchten Lésung hervorrufen, was bei 
der Breite des Optimums von 0,73 Vol.-°/, ohne EinfluB8 auf 
die Triibung ist. 


= 0,0709 g HCl, die in einem Volumen von 25 ccm 
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Fig. 15. Einflu8 der Aciditét auf die Triibung. 


4 


Als praktische Regel folgt aus dieser Unter- 
suchung ein Zusatz von ca. 14 ccm ®/,-HCl zur unter- 
suchenden Phosphatlésung bei einem Endvolumen von 
25 ccm und Anwendung von 2 ccm meines Reagenses. 

DaB eine Menge von 2 ccm Reagens zur Fallung auch der 
maximalen nephelometrierbaren P,O,-Menge ausreicht, geht aus 
folgendem Versuch hevor. 

Zu 10 com KH,PO,-Loésung (1 com = 0,001 mg P,O,) als 
maximaler P,O,-Menge (s. weiter unten) wurde 1 ccm Reagens 
und 14 cem ®/,-HCl gesetzt und die Triibung abfiltriert. Auf 
weiteren Reagenszusatz blieb die Losung klar. 

Zur Fillung der bei der Aciditatsuntersuchung angewandten 
3cem P,O, geniigte, wie ich mich ebenso iiberzeugte, 1 ccm 
Reagens zur vollstandigen Fiallung. 


6,) Untersuchung von Loésungen verschiedener 


Konzentrationen mittels des neuen Reagenses. 


Zur Priifung der Frage, ob die Triibungen des Reagenses 
proportional der Konzentration der Ps. seien, wurden zu je 


} | 
a ae ee 
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14 ccm ®/,-HCl 1 bis 10 com KH,PO,-Losung (1 com = 0,01 mg 
P,O,) und 2 com Reagens hinzugefiigt und mit H,O auf 26 ccm 
aufgefiillt. 

Tabelle LXXIX. 


Untersuchung von Lésungen verschiedener Konzentration 
mittels des neuen Reagenses. 
1:2:4:6:8: 10 —a,:a8,:a,: 8,28 ° a. 














| a, Rg FS Re =” | 
comKH,PO,Lisg.:| 1 | 2 | 4 | 6 | 8 | 10 
20,1 | 198 | 30,0 15,0 | 25,0 
$6:9:.9- 39,8: 2-900 4 ra 15,0 | 25,0 
200 | 200 | 3800 |#we@| 149 | 251 
20.2 | 199 | 303 | aa] 148 | 25,0 
Ablesungen . . . 19,9 | 200 | 300 | 232) 149 | 25,0 
20,0 | 200 | 300 |#&| 15,0 | 25,0 
200 | 200 | 303 |S) 148 | 25,4 
20,0 19,8 30,0 |Fa| 150 | 248 
20,2 19,9 | 80,0 15,0 | 25,0 
20,3 | 20,0 | 30,2 15,0 | 25,5 
Durchschnitt . . .| 20,09 | 19,93 | 30,07 — | 14,94 | 25,08 
Verglichen mit . . | a,=10| a,=10| a, 20} — | a, = 20} a, = 20 
Abweichung vom | 
theor. Wert in®/,| 045 | 035 | 0,2 a 04 | 0,12 











Fiir die niachste Versuchsreihe wurde eine 10fach verdiinnte 
KH,PO,-Lésung (1 com = 0,001 mg P,O,) verwanndt. Es wurden 1, 2,5, 
5 und 7,5 cem zu 14 ccm ®/,-HCl zugefiigt und mit H,O auf 25 ccm 
aufgefiillt. 

Tabelle LXXX. 


Untersuchung von Lésungen verschiedener Konzentrationsmittel 
des neuen Reagenses. 
122,525: 7,5 =a, : &, ¢ By 3 Ae. 





Ablesungen. . . 40,0 30,2 20,0 25,0, 


com KH,PO,;Lisg.:] 75 | 5 | 25 1 


ed Se “age fee * | as 
ane ass Bemerkung 


ES | 











40,0 30,0 20,0 | 25,0 
40,2 29,8 20,0 25,0 
40,3 30,0 20,0 24,8 
40,1 30,0 20,1 24,7 


40,0 80,0 20,0 25,2 
40.1 | 300 | 201 | 25,0 | |%,=%001 mg P.O, 
40.2 30.0 200 95,0) auBerst schwach, 
40.0 30.9 90.9 25.0 untere Grenze. 
40,1 30,2 20,2 25,0 








Durchschnitt . . .}| 40,10 80,14 26,04 | 24,97 
Verglichen mit . .| a, = 30} a, 20| a, = 10} a, = 10 
Abweichung vom 




















theor. Wert in %/,| 0,25 | 0,47 0,2 0,12 
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Aus den Versuchsreihen geht hervor, daB bei Anwendung 
des salzsauren Reagenses die Triibungen vollkommen pro- 
portional dem P,O,-Gehalt sind. Als oberste Grenze ergab sich 
0,6 mg P,O, in 25 ccm, da diese Konzentration schon starke 
Neigung zum Ausflocken aufwies. 

Da man (s. Reagens Pouget-Chouchak) mit der Ver- 
diinnung gut bis 100 cem gehen kann, so ergibt sich fiir die 
absolut bestimmbare P,O,-Menge der Wert von 0,4 mg P,O,. 

Als unterste Grenze méchte ich 0,001 mg P,O, bezeichnen, 
da diese Menge in 25 ccm nur eine duBerst schwache Triibung 
entwickelt. 

Die Grenzen der mit dem salzsauren Reagens bestimm- 
baren P,O,-Mengen sind also gegen die durch das Reagens 
Pouget-Chouchak bestimmbaren um das Doppelte nach oben 
verschoben. 


y,) EinfluB fremder Ionen auf die Triibung. 


In den folgenden Versuchen wird der Einflu8 fremder 
Substanzen auf die Triibung untersucht. 


Tabelle LXXXI. 


Einflu8 fremder Ionen auf die Triibung. 











' ait. Zusatz Zusatz 
Zasats von Mgt, Ling. von NH,Ci@{-Lésg| von CaCl,-Lésg. 














to | 2 
1 com Goes 25 
=00001lg |SSuishcn 0,01°, 1°, 0,01°/, i A 
_ S tp-=— 
MgCl, —~yenstadg 
106 PEE Bs | 
Anzahl der ccm der | | Oe: | 
| 8 ! 2 i Q 8 8 8 
zugesetzten Lésung: I a 8 ” ak te ’ I | : 





























20,0 | 20,0 | 20,0 19,9 19,6 


|20,0 | 20,0 | 20,0 | 20,1 | 20,0 
20,0 | 20.0 | 200 | 198 {20,0 |19.9 |19,9 |20,.0 | 202 | 200 








20,0 | 20.0 | 201 | 20.0 |198 |198 | 20,0 | 20,0 | 20,2 | 20,1 

20,0 | 20,1 | 20,1 | 20,0 | 20,0 | 20,0 |198 | 20,1 | 20,0 | 200 

Ablesungen . . . }| 20,1 | 20,0 | 20,1 | 20,0 | 20,0 | 19,9 119.8 ]201 |20,1 | 20,1 
20,0 | 20,1 | 200 | 198 |19,8 |19,8 | 20,0 } 20,0 | 20,2 | 20,0 

20,0 | 20,0 | 20.0 | 198 |19,8 | 20,0 | 19,8 | 20,0 | 201 | 20,0 

20,0 | 20,0 | 20,0 | 20,0 {20.0 | 20,0 | 20,0 | 20,0 | 20,1 | 20,0 

20,0 | 20,0 | 20.0 | 19,9 119.9 | 20,0 }19,9 |20,.0 | 20,2 | 20,0 

20,0 | 20.0 | 20.0 | 20,0 {200 20,0 |199 |202 | 201 | 20,0 

Durchschnitt . . . .| 20,01; 20,02) 20,03; 19,92 | 19,89 19,94) 19,91 20,04 | 20,12 | 20,02 


Verglichen m. gleicher 

Losung .... .| 20,0 | 20,0 | 20,0 | 20,0 20,0 | 20,0 | 20,0 | 20,0 | 20,0 | 20,0 

Abweichung in°/,. .| 0,05; 0,1 | 0,15; O04 | 0,55) 03 | 045] 02 | 06 | 01 
. Biochemische Zeitschrift Band 99. 13 
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Tabelle LXXXII. 
(Fortsetzung von Tabelle LXXXI.) 
Einflu8 fremder Ionen auf die Triihung. 





FeCl,-Lésung 


0,01°/, | 1%) 








Anzahl der cem der zu- 
gesetzten Lésung: l | S ° hi sailing 





20,0 | 20,0 | 200 | 165 16,5 























19,8 | 200 | 200 | 165 | 165 
20,0 20,0 19,9 | 16,4 16,5 
19,9 20,0 19.9 | 16,5 16,6 
Ablesungen ....., J} 20,0 19,8 19,9 | 16,5 16,6 
20,0 20,0 20,0 | 16,5 16,5 
199 | 200 | 198 | 164 | 165 
19,8 19,8 198 | 164 | 165 
20,0 20,0 20.0 | 165 | 16,5 
20,0 20.0 | 200 | 165 | 165 
Durchschnitt ..... 19,94 | 19,96 | 19,93 | 16,47 | 16,52 
Verglichen mit gleicher | 
Lésung ohne Zusatz .| 20,0 20,0 20,0 | 20,0 20,0 
Abweichung in%, ...| 0,8 0,2 0,35 | 17,7 | 17,8 


Es werden hierzu MgCl,-, FeCl,-, NH,Cl- und CaCl,-Lésungen in 
verschiedener Konzentration verwandt (0,1 bis 1°/,ige Lésungen). 

Jede Analyse enthalt auBer der zugefiigten Substanz 2 ccm P,O,- 
Lésung (1 ccm = 0,01 mg P,O0,) 14 cem */,-HCl und H,0 bis 25 cem. 

Als Vergleichslésung dient eine Lésung, die genau wie die unter- 
suchte, nur ohne den Substanzzusatz, hergestellt wurde. 

In diesen Versuchen wird gezeigt, da&B MgCl,, NH,Cl, 
und CaCl, in Mengen bis zu 0,08 g in den angewandten 
25 ccm keinen EinfluB auf die Fallung ausiiben. Eisen- 
chlorid hat in Mengen von 0,0008 g keinen EinfluB, in 
Mengen von 0,01 g dagegen schon deutlich. Und zwar 
vermehrt seine Anwesenheit die Triibung. Hieraus 
folgt die Notwendigkeit, bei Phosphatanalysen einen 
Eisengehalt, der, als FeCl), gerechnet, rund 0,4°/) 
iiberschreitet, vorher zu entfernen. 


ce) Weitere Vorschlige zur Herstellung von Phosphorsaure- 
triibungen. 
a) Die Phosphor-Molybdanverbindung. 
AuBer dem Strychnin-Mo-Reagens sind noch einige andere 
Vorschlige von Reagenzien, die mit Ps. nephelometrische Trii- 
bungen liefern, in der Literatur zu finden. 
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So schligt Serger’) vor, die opalescierende Triibung, die Ps. mit 
Mo-Lésungen in sehr verdiinnter salpetersaurer Lisung liefert, nephelo- 
metrisch zu verwerten. Hierzu ist das naémliche zu sagen wie iiber den 
Vorschlag Jolles, die Gelbfirbung der kolloiden Mo-Ps. colorimetrisch 
zu verwerten (s. d.). 


Es spricht gegen beide Vorschlage, wenn bei duferst ahn- 
lichen Arbeitsbedingungen der eine Autor auf die Reaktion 
eine colorimetrische, der andere eine nephelometrische Methode 
aufbauen will. 


f) Die Verbindung des Molybdans mit dem einfachen 
oder kondensierten Pyridinringe. 


Mehr Aufmerksamkeit verdiente eine Beobachtung Vort- 
manns*), daB Pyridin in saurer Lésung mit Mo-Lésung und 
Ps. eine Triibung liefert, deren Empfindlichkeit er auf 0,01 mg 
P,O, in 10 cem angibt. Da diese Empfindlichkeit weit geringer 
wire wie die des Strychnin-Mo-Reagenses, so wire mit ihr eine 
Méglichkeit gegeben, die Nephelometrie auch auf gréBere P,O,- 
Mengen zu ibertragen. 

Ich stellte mir daher ein Pyridinreagens her, und zwar 
wie folgt. 

20 g Natriummolybdat wurden in H,O gelést, mit 20 cem reinem 
Pyridin versetzt und mit H,O auf 200 cem gebracht (I). Diese Lésung 
war an sich klar. Setzte man Saure hinzu, ob HCl oder H,SO,, war 
gleich, so bildete sich eine Fiallung, die sich im Uberschu8 der Saure 
wieder léste, also ein Vorgang, der analog den Erscheinungen des Strych- 
nin-Mo-Reagenses war. 

50 cem der Lésung I -+- 150 com 25°/,iger HCl gaben mit KH,PO, 
keine Triibung. 

60 ccm Lésung I + 50 com 25°/,iger HCl gaben an sich eine 
schwach triibe Lésung, die nach der Filtration mit KH,PO, starke 
Triibungen aufwies. 

Auch dieses Verhalten bei verindertem Sauregehalt war analog 
dem Strychnin-Mo-Reagens. 

Als ich nun die Empfindlichkeit meines Reagenses priifte, 
zeigte es noch 1 ccm KH,PO,-Lésung (0,01 mg P,O; in 100 ecm) 
als unterste Grenze aber doch noch deutlich an. Die Empfind- 
lichkeit ist also fast die gleiche wie beim Reagens Pouget- 
Chouchak. 








1) H. Serger, Chem.-Zeitg. 39, 613, 14/8; Chem. Centralbl. 1915, 
II, Juli-Dezember, 922. 
?) Vortmann, Zeitschr. f. anal. Chem. 56, 484, 1917. 
13* 
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Hieraus glaube ich schlieBen zu diirfen, da& die Ursache 
der Triibung der Pyridin-Mo-Lésung die nimliche ist wie die 
der Strychnin-Mo-Verbindung. Und zwar ist es wahrscheinlich, 
daB der im Strychnin vorhandene oder durch Umwandlung an- 
zunehmende Pyridinring die Ursache der Triibungskraft des 
Strychnin-Mo-Reagenzes ist. 

Diese Vermutung findet darin noch eine Stiitze, daB ich 
mit Carbostyril, das als Oxychinolin auch einen Pyridinring 
enthalt, ebenfalls mit Mo und Ps. eine Triibung erhielt, waihrend 
Versuche mit anderen Ringen bzw. mit Athylenathyldiamin 
keine Triibung der KH,PO,-Losung ergaben. 

Die Frage, ob es ratsam wire, das Pyridin selbst als 
nephelometrisches Reagens an Stelle der Strychninverbindung zu 
gebrauchen, méchte ich dahin beantworten, da8 das Strychnin- 
reagens nicht nur durchuntersucht und brauchbar befunden ist, 
sondern daB auch das Strychnin gut abwigbar und gut zu hand- 
haben, wihrend das Pyridin fliissig und das Arbeiten mit ihm 
wegen seines starken Geruches auBerst unbequem ist. 

Es liegt daher kein Grund vor, das Strychnin-Mo- 
Reagens zu verlassen. 


Gegeniiberstellung verschiedener Phosphorsiure- 
bestimmungsformen. 

Uberblicken wir noch einmal die verschiedenen geschilderten 
Formen der Ps.-Bestimmung, um festzulegen, welche Bestim- 
mungsform fiir eine gegebene Ps.-Menge die geeignetste ist, und 
welche Umstiinde bei der Wahl der Methodik zu _ beriicksich- 
tigen sind. 

Arbeitet man in makrochemischen Verhiltnissen, so kommen, 
wenn die Ps.-Menge ca. 25 mg iibersteigt, die gravimetrischen 
Ps.-Bestimmungsformen in Frage. 

Fiir gréBere Ps.-Mengen iiber 50 mg eignen sich wohl am 
meisten die altbewahrten Methoden der Ammoniummagnesium- 
phosphatfillung (Schmitz) oder die Ammoniummolybdatfallung 
mit nachfolgendem schwachen Gliihen nach Woy, 

Fiir etwas geringere Mengen (vielleicht von 50 mg P,O,) 
abwirts tritt mit diesen Methoden schon die Neumannsche 
Methodik in Wettstreit, mit der man bis zu 1 mg P,O,, wie 
ich zeigen konnte, richtige Werte erhalt, wenn man die dar- 
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gelegten Anderungen der Methodik beriicksichtigt und den 
theoretischen Umrechnungsfaktor dann anwendet. 

Die volumetrische Bestimmungsform erlaubt wohl noch 
etwas schnelleres Arbeiten als die gravimetrische, und umfabt 
vor allem, da sie in das Gebiet der mikrochemischen Bestim- 
mung hinabreicht, ein weit gréBeres Gebiet der zu bestimmenden 
Ps.-Menge. 

Sie ist daher die Methode, die bei physiologischem Arbeiten 
mit Mengen von nicht unter 1 mg P,O, vorziiglich anzu- 
wenden ist. 

Fir Phosphatbestimmungen im Harn oder Bestimmungen 
mit gleicher GréBenordnung (bis zu 10 mg), bei denen es nicht 
auf 1°/, Fehler ankommt, ist heute noch die Methode der 
Uranyltitration als weitaus empfehlenswerteste zu betrachten, 
und kann von andern Vorschliagen (Silberphosphattitration usw.), 
sowohl was die Schnelligkeit der Ausfiihrung als Genauigkeit 
der Bestimmung betrifft, keineswegs iibertroffen werden. 

Handelt es sich um Bestimmungen fdhnlicher Art mit 
kleineren Ps.-Mengen, 20 bis 1 mg P,O,, so ist mit ganz be- 
sonderem Nachdruck auf die einfache und genaue Vanadin- 
colorimetrie hinzuweisen. Da ihr bislang noch die systematische 
Durchbildung und Kritik mangelt, so ist sie heute noch leider 
fast gar nicht beachtet und doch gerade fiir den klinischen 
Betrieb geeignet; denn sie vermag ebenso, wie sich bei den 
exakten Bestimmungsformen die Neumannsche Methodik, die 
gravimetrische Bestimmung bis zu 1 mg P,O, zu erginzen; sie 
lehnt sich an die Grenzen an, die der schnellen Uranyltitration 
gezogen sind und erméglicht eine schnelle und handliche Be- 
stimmung der Ps. bis zu 1 mg hinunter. 

Geht man mit der zu bestimmenden P,O,-Menge unter 
1 mg hinunter, so hat man die Wahl zwischen der Colorimetrie 
oder der Sedimetrie. 

Fiir klinische Betriebe, die schon sedimetrische Bestim- 
mungsformen anwenden, sind diese auch leicht auf die Ps. 
ubertragbar. Doch muB man sich bewuBt bleiben, daB der 
prozentuale Fehler bei geringeren Ps.-Mengen (die Methodik 
reicht von 2 bis 0,25 mg hinab) recht erheblich wird. Die 
Schnelligkeit der Ausfiihrung ist allerdings bei einiger Ubung 
recht hoch zu bewerten. Weit genauer und unzweifelhaft fir 
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Mengen zwischen 1 bis 0,1 mg P,O, die genaueste Bestim- 
mungsform ist die Colorimetrie des Mo im Ps.-Mo-Komplex unter 
Zugrundelegung des theoretischen Verhiltnisses 1P — 12 MoO, 
mit Ferrocyankalium. 

Das Arbeiten mit der Mo-Ferrocyankalium-Colorimetrie er- 
fordert groBe Sorgfalt, liefert aber dann ganz vorziigliche Re- 
sultate. 

Unterhalb einer Menge von 0,1 mg kommt nur die Nephelo- 
metrie in Frage. 

Mit ihr lassen sich bei Anwendung des neuen Nephelometers 
Mengen bis zu 0,0005 mg P,O, exakt und zuverlissig (durch- 
schnittlicher Fehler 0,5°/,) bestimmen. 

Das Reagens Pouget-Chouchak, das mit seiner Emp- 
findlichkeit bis 0,0005 mg P,O, hinabgeht, ist fiir Messungen 
solch kleiner GroéBenordnung zu empfehlen. 

Fiir gewodhnlich wird man aber wohl das Arbeiten mit 
dem modifizierten salzsauren Reagens vorziehen, das haltbar 
ist und Messungen bis zu 0,001 mg P,O, gestattet. 


Zusammenfassung. 


Nach Darstellung der Ergebnisse der neuesten Forschung 
auf dem Gebiete des Phosphatgehaltes im Serum, die als Bei- 
spiel fiir die Notwendigkeit von Phosphatbestimmungen kleiner 
GréBenordnung angefiihrt wurden, werden Untersuchungen iiber 
den Einflu8 der Serumbestandteile auf die Magnesiafillung 
angestellt. Beitrige zur Technik der Magnesiafaillung werden 
gegeben. 

Es zeigt sich, daB alle Serumbestandteile, Harnstoff, Amino- 
siuren, NaCl, Enteiwei®ungsmittel, Pikrinsiure und Trichlor- 
essigsiure die Magnesiafaillung nicht hindern, sie aber so ver- 
unreinigen, daB sie direkt zur Bestimmung nicht zu _ver- 
wenden ist. 

Verschiedene Analysen der Ps., die zum Serum zugesetzt 
worden ist, zeigen, daB dieselbe vollstandig wiedergefunden 
werden kann und daB also das Serum keine fallungshindernden 
Stoffe besitzt. 

Untersuchungen iiber die Léslichkeit des Ammonium- 
magnesiumphosphates bei kalter und heiBer Fiallung werden 
angestellt. Die Filtrate von unter verschiedenen Bedingungen 
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hergestellten Fallungen von 1 bis 0,1 mg P,O, werden mit 
Hilfe der Strychnin-Molybdanverbindung nephelometrisch unter- 
sucht. Es ergibt sich bei Anwendung von Platingeriten bei 
Mengen von 0,1 bis 1 mg P,O, ein Gehalt des Filtrates von 
0,003 bis 0,006 mg P,O,. Diese Mengen reichen zur Erklarung 
des Restphosphors im Serum (Feig]) nicht aus. 

Sie machen aber eine Ps.-Bestimmung durch Colorimetrie 
des NH, im Ammoniummagnesiumphosphat unméglich. 

Methoden zur Bestimmung des Phosphors in verschiedener 
Verbindungsform werden an Hand von Versuchen besprochen. Fiir 
klinische Zwecke (Phosphatbestimmung im Harn) ist die altere 
Methodik der Uranyltitration den neueren Vorschligen (Silber- 
phosphatbildung) durchaus iiberlegen. Als auBerst ratsam wird 
die Anwendung der bisher noch nicht durchgeprobten Vanadin- 
colorimetrie empfohlen, die nach meinen Versuchen zwisclten 
50 bis 1 mg P,O, gute Resultate liefert und sehr handlich ist. 

Eine Ubersicht’ iiber die Entwicklung der Ps.-Bestimmung 
als Ps.-Mo-Komplex wird gegeben. 

Von gravimetrischen Methoden wird die Rapersche Blei- 
molybdatbestimmung an genau geeichter Mo-Trioxydlésung ge- 
priift. Dieselbe liefert stets um 1 bis 2°/, zu hohe Werte. Sie 
mu8 als nicht geeignet zur Ps.-Bestimmung bezeichnet werden. 

Es werden Studien iiber die Colorimetrie des Mo im 
Komplexe der Ps.-Mo-Verbindung vorgenommen. 

Das Schmidt und Haensche Colorimeter (D.RG.M. 301 324) 
wird als weitaus brauchbarstes Instrument bezeichnet. 

Genaue Vorschriften zum colorimetrischen Arbeiten (Licht- 
filter) werden gegeben. 

Die Methode der Mo-Reduktion zu Mo-Blau mit Hydrazin- 
sulfat wird unter Variierung aller Faktoren (Reagens, Aciditat, 
Ps.-Gehalt) gepriift. Farbtiefe und Mo-Konzentration sind nicht 
proportional. Die Methode ist ‘zur Mo-Bestimmung ungeeignet. 

Die Reduktion von Mo bei Gegenwart von KSCN (Mo-Rot) 
wird gepriift. Als Reduktionsmittel ist Stannochlorid geeignet. 
Es ergibt sich eine Funktion zwischen Farbtiefe und Mo-Kon- 
zentration, die empirisch festgelegt werden muB. 

Die Farbung der Molybdate mit Tanninlésung und Phe- 
nolen wird gepriift und fiir colorimetrische Zwecke unbrauchbar 
befunden. 
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Als geeignete Farbverbindung zurColorimetrie wird 
die Mo-Ferrocyankaliumverbindung vorgeschlagen. 

Die Methodik wird unter Variationen aller Komponenten 
durchgeprobt und ausgestaltet. Sie liefert ausgezeichnete Re- 
sultate. Sie wird auf den Ps.-Mo-Komplex iibertragen. Ihre 
Grenzen sind ca. 0,1 bis 1,0 mg P,O,; im Ps.-Mo-Komplex. 

Der theoretische Mo-Gehalt des Komplexes 10 bis 12 MoO, 
wird bis zu 0,1 mg P,O, bestatigt. Unterhalb 0,1 mg werden 
zu hohe Mo-Werte gefunden. 

Die colorimetrische Bestimmung des NH, im Ps.-Mo- 
Komplex wird untersucht. Genaue Darstellung der Methodik. 
Im ammoniumnitrathaltiger Lésung wird Ammoniumnitrat mit- 
gerissen. Fallung in salzsaurer Losung mit Calciumnitratzusatz 
scheint brauchbar, doch ist die Bestimmung nicht ganz zu- 
verlissig und kann noch nicht empfohlen werden. 

Von volumetrischen Methoden wird die Titration des 
Ps.-Mo-Komplexes nach Neumann-Gregersen einer genauen 
Priifung unterzogen. 

Nach Diskussion der verschiedenen Angaben iiber den 
theoretischen Umrechnungsfaktor werden die Angaben Heubners 
iiber die Notwendigkeit eines empirischen Faktors beim Ar- 
beiten nach den Gregersenschen Angaben bestitigt. Der 
Heubnersche Faktor liefert brauchbare Resultate. 

Die Abweichungen vom theoretischen Faktor werden auf 
die Léslichkeit des Ps.-Mo-Komplexes im Waschwasser zuriick- 
gefihrt. 

Ersatz desselben durch 50°/,igen Alkohol bewirkt richtige 
Resultate bei Anwendung des theoretischen Faktors. 

Erweiterung der Methodik fiir P,O,-Mengen bis zu 
1 mg P,O,. 

Ablehnung der Taylor- und Millerschen Zentrifugen- 
methodik, sowie ihrer Behauptung eines zu hohen Mo-Gehaltes 
im Komplexe als Ursache zu hoher Resultate. 

Darstellung einer Technik, die bis zu 1 mg P,O, exakte 
Resultate liefert. Unterhalb 1 mg P,O, sind mittels des 
Mikro-Neumann keine richtigen Resultate mehr erzielbar, ver- 
mutlich wegen MitreiBens von Ammoniumnitrat. 

Die Mikro-Volumetrie im Sinne von Hamburger (Vor- 
schlag der Bezeichnung ,Sedimetrie“) wird auf den Ps.-Mo- 
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Komplex zu ibertragen versucht. Es gelingt bei Gegenwart 
von Alkohol die Fallung mit gleicher KrystallgréBe bei ver- 
schiedenen P,O,-Konzentrationen. Die Hohe der Niederschlag- 
siule wird vollkommen proportional dem P,O,-Gehalt befunden. 
Zusatz verschiedener fremder Stoffe stért die Bestimmungsform 
nicht. Die Technik wird dargestellt und Modifikationen werden 
vorgenommen, 

Die Reichweite der Bestimmungsform ist durch die GréBe 
von ca. 2,5 bis 0,25 mg P,O, begrenzt. Der Fehler braucht 
nicht 0,0238 mg P,O, zu uberschreiten. 

Die Entwicklung der Nephelometrie bis zum heutigen Tage 
wird dargestellt. 

Die Kobersche Formel iiber das Verhaltnis der Nephelo- 
meterablesung zur Konzentration wird diskutiert und seine Be- 
weisfiihrung auf Grund der Kritik seines Apparates als nicht 
iiberzeugend erachtet. 

Zur Priifung der nephelometrischen Gesetze mangelt es 
an einem geeigneten Nephelometer. 

Im Verein mit der Firma Schmidt und Haensch wird 
daher ein neues Nephelometer konstruiert. 

Der Apparat wird beschrieben und die Arbeitsweise mit 
ihm dargestellt. 

Es werden mit ihm Triibungen verschiedener Konzen- 
trationen, die durch Verdiinnen hergestellt sind, untersucht. 

Es ergibt sich vollkommene Proportionalitaét zwischen 
Triibung und Konzentration, d. h. umgekehrte Proportionalitat 
zwischen Konzentration und Nephelometerablesung. 

Die Gesetze der Nephelometrie entsprechen also vollkommen 
denen der Colorimetrie, wofern die Voraussetzung gleicher 
TeilchengréBe der triibenden Substanz erfiillt ist. Versuche mit 
Glykogentriibungen bestatigen die mit AgCl angestellten. 

Es wird versucht, Triibungen gleicher TeilchengréBe durch 
Fallung zu erhalten. 

Als Triibungsmittel dient Ag(Cl. 

Der Einflu8 aller Faktoren, Temperatur, Reagenskonzen- 
tration, Einlaufszeit, Riihrgeschwindigkeit, Zeit der Entwicklung 
wird festgestellt. 

Die giinstigen Resultate werden bei schnellster Vermischung 
der reagierenden Fliissigkeiten erhalten. 
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Das Gesetz der Proportionalitit wird bestitigt, doch er- 
weist sich AgCl ebensowenig wie HgCl als geeignetes Triibungs- 
mittel. 

Das Instrument muB als auBerst geeignet fiir alle 
nephelometrischen Untersuchungen, sowie fiir alle 
Tribungsmessungen zu kolloidchemischen Zwecken 
usw. bezeichnet werden. Es vereint Handlichkeit und 
leichte Handhabung mit Empfindlichkeit und Genauigkeit der 
Messung. 

Als Ps.-Reagens wird die Strychnin-Mo-Verbindung nach 
Darstellung ihres Entwicklungsganges untersucht. 

Es ergibt sich, da8 Strychnin mit Mo eine Verbindung 
bildet, die in Wasser schwach, in verdiinnten Sauren so gut 
wie nicht, und im UberschuB der Siuren sehr stark. léslich ist. 

Die Léslichkeit in verschiedenen Sauren ist verschieden 
stark. 

Durch Zusatz einer Séiure, in der die Strychnin-Mo-Ver- 
bindung wenig loslich ist, zu einer Loésung der Verbindung in 
eine andere Saure, wird die Strychnin-Mo-Verbindung aus- 
gefallt. Der entstehende Niederschlag enthilt nur die Ver- 
bindung und nicht die fillende Saéure. Der Niederschlag, der 
aber durch Zusatz von P,O,; zu der Lésung der Strychnin-Mo- 
Verbindung entsteht, enthailt auch Ps. 

Die Entstehung einer Triibung in Ps.-Lésung durch 
die saure Lésung der Strychnin-Mo-Verbindung wird 
also durch Bildung einer unléslichen Strychnin-Mo-Ps. 
als erwiesen erachtet. 

Die bisher vorgeschlagenen Reagenzien werden durch- 
geprobt. 

Das Reagens nach Pouget-Chouchak liefert auBerst 
empfindliche Triibungen, bis zu 0,0005 mg P,O,; in 25 ccm 
Volumen. Die Triibungen sind vdllig proportional der P,O,- 
Konzentration. Ein Optimum der Aciditaét fiir die Triibung 
wird festgestellt. 

Die Entfernung von Acetaten, Carbonaten, Nitriten 
wird zur Vermeidung irrtiimlicher Triibungen vor der 
Phosphatbestimmung zur Pflicht gemacht. 

Da die Vorschriften zur Umwandlung des nicht haltbaren 
Salpeterreagenzes nach Pouget-Chouchak in ein salzsaures 








Die Bestimmung der Phosphorsaure, V. 189 


keine befriedigenden Resultate gaben, wurde durch syste- 
matische Variierung aller Faktoren (Siuregehilt, Molyb- 
datmenge, H,O-Menge) ein optimales salzsaures Reagens 
ermittelt. 

Genaue Vorschriften zu seiner Herstellung werden gegeben. 
Dasselbe ist haltbar und bis zu 0,001 mg P,O, in 25 cem Vo- 
lumen empfindlich. 

Die Nephelometrie der Ps. mit Hilfe des Strychnin-Mo- 
Reagenzes und mittels des neuen Nephelometers muB als ganz 
vorziigliche Mikrobestimmungsform empfohlen werden. Das An- 
wendungsbereich liegt zwischen 0,1 bis 0,0005 mg P,0,. 
Der Versuchsfehler betragt durchschnittlich nur 0,5°/). 

Versuche mit Pyridintriibungen und Carbostyril machen 
den einfachen oder kondensierten Pyridinring als Ursache der 
Ps.-Mo-Strychnin-Triibung wahrscheinlich. 








Ober die Einwirkung von Carbonaten der alkalischen 
Erden auf Traubenzucker. 


II. 
Traubenzucker und reinstes Caleiumecarbonat. 


Von 
Hans Murschhauser. 


(Aus der akademischen Kinderklinik in Diisseldorf.) 


(Eingegangen am 14. August 1919.) 


Mit 3 Figuren im Text. 


Im Verlaufe meiner Studien kam mir der Gedanke, gegen 
meine Versuche kénnte der Einwand erhoben werden, daB das 
von mir benutzte Calciumcarbonat als Pharmakopéepriparat 
vielleicht nicht die Reinheit aufwies, die fiir derartige Unter- 
suchungen gefordert werden mu8. Fiir die urspriingliche Frage- 
stellung spielt aber die Analysenreinheit des Kalkpriaparates 
keine zu groBe Rolle. Es sei daran erinnert, daB ich bei Be- 
arbeitung des vorliegenden Themas von der Uberlegung aus- 
gegangen war, ob die Abscheidung des Kalks nach der Ein- 
wirkung von Calciumhydroxyd auf Dextrose wegen der Gefahr 
einer Zerstérung unveranderter Dextrose durch Calciumcarbonat 
unter allen Umstinden durch Einleiten von Kohlensiure und 
nachfolgendes Kochen vorgenommen werden diirfte. Nun liegt 
aber der eine als wesentliche Verunreinigung eventuell in Be- 
tracht kommende Stoff schon als Reaktionskomponente vor, ein 
anderer [Ca(HCO.,),] entsteht bei der-Reaktion selbst. Des- 
halb war die damals zu beantwortende,Frage ohne weiteres 
mit einem Pharmakopéepriparat durchfiihrbar. 

Es erschien mir aber von Wichtigkeit, die Einwirkung von 
Calciumcarbonat auf Dextrose auch an reinstem Material zu 
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studieren. Ich wiederholte deshalb die in der friiheren Ab- 
handlung besprochenen Versuche mit einem Calciumcarbonat 
»pro analys.“ von Kahlbaum. Die Reinheit des Trauben- 
zuckers wurde wie friiher durch polarimetrische Priifung sowie 
durch gewichtsquantitative Bestimmung mittels Fehlingscher 
Lésung erwiesen. Neben der Anderung der Drehung unter 
dem Einflusse von Calciumcarbonat wurde in dieser Arbeit 
auch das Reduktionsvermégen der erhaltenen Lésungen be- 
stimmt. Die Bestimmung desselben erfolgte nach dem E. Pflii- 
gerschen Verfahren’) mit Fehlingscher Lésung durch Erhitzen 
des Reaktionsgemisches im kochenden Wasserbad, Wagen -des ’ 
abgeschiedenen Kupferoxyduls und Titration des in Loésung 
gebrachten Kupfers nach Volhard. 

Der Gang der Untersuchung gestaltete sich wie in der 
vorigen Abhandlung. Zunachst wurden die Verhiltnisse bei 
Einwirkung festen Calciumcarbonats auf Zuckerlésung festge- 
stellt. Je 3 g Calciumcarbonat wurden mit je 25 ccm 19,6°/, iger 
Dextroselésung und 20 ccm Wasser am RiickfluBkiihler gekocht, 
auf 100 ccm aufgefiillt; das Filtrat wurde polarisiert und zur 
Ermittelung seines Reduktionsvermégens der Behandlung mit 
Fehlingscher Lésung unterworfen. Originallésung = 4,9°/, Dex- 
trose; Ergebnis: 


Tabelle I. 


I ) ; Se 3 y.. s¥.. 


Kochdauer in Minuten, Bi8%-beg-Koche 5 19 45 99 
erhitzt 


Drehung entspr. °/, Dextr. 4,90 885 310 255 2,25 
Reduktion von Fehling- , . 
scher Lésung entspr. °/, D. } ae 4,90 4,90 4,80 4,80 
~ vh VII. VII. IX. X. 
Kochdauer in Minuten. . . 30 45 60 120 180 
Drehung entspr. °/, Dextrose 1,70 1,30 0,85 0,20 + 0,0 


Reduktion von ganas 4,70 4,70 4,60 4.45 4,30 
Lésung entspr. °/, Dextrose 


Rechnet man diese Zahlen in Prozente des urspriinglichen 
Drehungs- und Reduktionsvermégens der Lisung um, 60 er- 
gibt sich: 


1) Arch. f. d. ges. Physiol. 69, 1898. 
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Tabelle II. 
I, IL. Il. IV. v. 
Drehung in °/, der urspriingl. 100,0 78,6 63,3 52,0 46,0 


Reduktionsvermégen in °/, des 
urspriinglichen .. . gg é } 100,0 100,0 — 100,0 98,0 98,0 


VI. VIL. VIII. IX. ie 
Drehung in °/, der urspriingl. 35,0 26,5 17,0 4,1 0,0 


Reduktionsvermégen in °/, des 2 
urspriinglichen .. . bah ; 96,0 96,0 94,0 90,0 88,0 


Wir begegnen somit beim reinsten Calciumcarbonat den- 
selben Erscheinungen, wie wir sie beim Pharmakopéepriparat 
kennen gelernt haben. Das Drehungsvermégen der Zucker- 
losung nimmt dauernd ab und ist nach 3stiindigem Kochen 
vollstaindig aufgehoben. 

, In weit geringerem Grade wird das Reduktionsvermégen 
der Lésung verringert; es betragt am SchluB noch 88°/, des 
Anfangswertes, Damit diirfte bewiesen sein, daB es sich bei 
diesem Prozesse um eine teilweise Umwandlung von rechts- 
drehendem in linksdrehenden Zucker handelt, vorausgesetzt, 
daB keine anderen reduktionsfihigen Stoffe bei der Reaktion 
entstehen. Da tatsiichlich Zucker vorliegen, geht aus der 
kraftigen Garungsfahigkeit der Probe X hervor. 

Der Beweis fiir die Entstehung von Liivulose wurde er- 
bracht durch den stark positiven Ausfall der Seliwanoff- 
schen Reaktion in der sehr empfehlenswerten Modifikation von 
Weehuizen'); ferner indirekt durch den Eintritt von zu- 
nehmender Rechtsdrehung nach dem Kochen der Lésungen 
mit Salzsiure. Die Liaivulose wurde auSerdem nach der von 
C. Neuberg’) angegebenen Trennungsmethode von Dextrose 
und Livulose nach Abscheidung der Dextrose in Form von 
Methylphenylhydrazon als Fructosemethylphenylosazon isoliert 
und durch Bestimmung des Schmelzpunktes identifiziert. 

Aus der langsam fortschreitenden Verringerung des Re- 
duktionsvermégens andererseits muB8 der Schlu8 gezogen werden, 
da8 immerhin ein Teil des Zuckers in andere Stoffe verwandelt 
wird. Welcher Art diese Stoffe sind, soll demnichst untersucht 
werden; vermutlich handelt es sich um Saccharinsiauren. 


4) Chem. Centralbl. 2, 668, 1918. 
*) B. 35, 959. 
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Wenn wir die Wirkung der beiden Calciumcarbonatpra- 
parate auf die Dextrose miteinander vergleichen’), so finden wir, 
daB der Riickgang der Drehung beim Purissimumpriaparat viel 
langsamer erfolgt als beim Pharmakopéepriparat. Die Null- 
linie ist bei letzterem schon nach 60, hier erst nach 180 Mi- 
nuten erreicht. Die Fig. 1 gibt graphisch die Anderung der 
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Drehung der Dextroselésung unter dem Einflu8 der beiden 
Priparate in Prozenten der urspriinglichen Drehung wieder. 

Ich habe an dieser Stelle eine Beobachtung zu erwihnen, 
die nicht unbesprochen bleiben darf, weil sie eventuell zur 
Aufklarung des Unterschiedes in dem Verhalten der beiden 
Priparate dienen kénnte. Das Calciumcarbonat purissimum war 
grober krystallinisch, als das Pharmakopéepriparat. Ich habe 
es deshalb fein verrieben und in diesem Zustande zu den Ver- 
suchen verwendet. Nur zu einigen Stichproben diente das 
nicht zerriebene Praiparat; dabei wurde festgestellt, daB der 
Feinheitsgrad des Pulvers eine nicht unbedeutende Rolle spielt, 
indem das grébere Produkt sich viel weniger aktiv zeigt als 
das fein verriebene. Diese Proben ergaben namlich 





1) Biochem. Zeitschr. 97, 97, 1919. 
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nach 15 Minuten eine Drehung von 3,2, 
” 60 ” ” ” mo Bae 
» 180 ” ” ” » -+-0,3. 

In analoger Weise wie in der ersten Abhandlung wurde 
die Wirkung des in Dextroselésung léslichen Anteils des reinsten 
Calciumcarbonates beim Kochen untersucht. «-3 g Calcium- 
carbonat purissimum + 2-25 ccm 19,6°/,ige Dextroselésung 
+ x-20cem Wasser wurden 20 Stunden unter haiufigem Um- 
schiitteln stehen gelassen; je 45 ccm des Filtrats (— 4,9 g D.) 
wurden gekocht, auf 100 ccm erginzt; Polarisation und Re- 
duktionsvermégen der Lésungen ermittelt. Die Resultate finden 
sich in 

Tabelle III. 


I. cc Ce ie | oy Se 
Kochdauer in Min, } Pi8® be8 5 10 15 20 60 120 
Drehung entspr. °/, D. 4,80 4,00 3,75 3,65 3,50 3,30 3,10 
Redukt. entspr. °/, D. _ 4,88 485 — 4,85 4,85 4,80 


Wahrend das Reduktionsvermégen der Zuckerlésung durch 
das Kochen kaum beeinflu8t wurde, geht die Drehung ganz 
betrachtlich zuriick. Die Geschwindigkeit der Abnahme bleibt 
auch hier hinter derjenigen zuriick, die in den analogen Ver- 
suchen mit dem Pharmakopéepriparat beobachtet wurde. Zum 
direkten Vergleiche der Wirkung der in Dextroselésung 1és- 
lichen Anteile von beiden Praparaten auf die Drehung ist 
Fig. 2 beigefiigt. 











60 @0 
Fig. 2. 


SchlieBlich wurde die Einwirkung des in destilliertem 
Wasser léslichen Teiles von Calciumcarbonat auf den Trauben- 
zucker untersucht. 

(3 g Calciumcarbonat -++- 45 ccm Wasser)- x wurden 40 Std. 
bei Zimmertemperatur unter 6fterem Umschiitteln stehen ge- 
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lassen; auf je 45 ccm des Filtrats wurden je 4,9 g Dextrose 
zugesetzt, zur Aufhebung der Mutarotation 24 Stunden beiseite 
gestellt. Zu den Kochversuchen wurde eine 4,9 g Dextrose 
entsprechende Menge der Lésung verwendet; nach dem Kochen 
wurde auf 100 ccm mit destilliertem Wasser aufgefiillt, die 
Lésung polarisiert und ihr Reduktionsvermégen ermittelt. Das 
Ergebnis ist zusammengestellt in 


Tabelle IV. 
L. II. Il. 2 ¥. 
Kochdauer in Minuten. . 5 10 20 60 120 
Drehung entspr. °/, Dextr. 4,10 3,65 3,50 3,45 3,30 
Redukt. entspr.-°/, Dextr. — 4,95 — 4,94 4,94 


Hier wird das urspriingliche Reduktionsvermégen der Lé- 
sung durch Kochen nicht geaindert. Die Abnahme der Drehung 
bleibt, wie bei der vorhergehenden Tabelle, hinter derjenigen 
der entsprechenden Versuche mit dem Pharmakopéepriparat 
zuriick. Fig. 3 zeigt uns die Unterschiede in der Einwirkung 





Fig. 3. 


der wasserléslichen Anteile der beiden Calciumcarbonatpra- 
parate auf die Dextrose. 

Das Ergebnis der beiden letzten Versuchsserien ]48t kaum 
den Schlu8 zu, daB reinstes Calciumcarbonat in Dextrose- 
lésungen besser léslich sei, als in destilliertem Wasser. 


Analyse der Calciumcarbonatpriparate. 


Ein Vergleich der oben beschriebenen Versuchsergebnisse mit denen 
der ersten Abhandlung zeigt, daB die innerhalb bestimmter Zeiten vor 
sich gehende Abnahme der Drehung von Dextroselésungeu in quantita- 
tiver Beziehung von dem verwendeten Kalkpraparat abhingig ist. Fiir 
diejenigen Versuchsreihen, bei denen das feste Carbonat mit der Zucker- 
lésung gekocht wurde, lieBe sich annehmen, da8 die Unterschiede auf 


eine etwa noch vorhandene Differenz des Feinheitsgrades des Pulvers 
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zuriickzufiihren seien. Diese Annahme entbehrt aber jeder Berechtigung 
fiir die iibrigen Reihen, bei denen nur der in einer gegebenen Fliissig- 
keitsmenge lésliche Anteil von CaCO, zur Reaktion kam. Eine Klérung 
konnte nur von der Analyse der Kreidepriparate erhofft werden. 

Die Pharmakopée verlangt, daB beim Schiitteln von 1 g Calcium- 
carbonat mit 50 g ausgekochtem Wasser, nachfolgendem Filtrieren und 
Kintauchen von rotem Lackmuspapier oder Curcumapapier das Filtrat 
keine Bliuung bzw. Braunung der Papiere hervorrufe; diese wiirde die 
Gegenwart von Natriumcarbonat anzeigen. 

Das zu unseren Versuchen benutzte Pharmakopéepriparat erfiillte 
diese Forderung selbst bei Verwendung von 3 g des Pulvers. Gebrauchten 
wir jedoch an Stelle von Papier Lackmustinktur, so war die Fliissigkeit 
blau gefairbt. Das veranlaBte uns, den gelésten Anteil beider Priparate 
unter Verwendung verschiedener Indicatoren zu titrieren. Wir ver- 
mischten zu diesem Zwecke je 3g von jedem der beiden Priparate 
mit je 100 ccm destilliertem ausgekochtem Wasser und lieBen unter 
haufigem Umschiitteln in verschlossenen GefiBen 4 Stunden stehen; 
dann wurde abfiltriert und je 50 ccm der Filtrate mit "/,.-Schwefel- 
siure bis zum Neutralisationspunkte titriert. Die Titration ergab, auf 
100 cem berechnet, folgende Resultate: 


Zur Titration verbrauchte ccm ®/,.-Schwefelsiure: 


Indicator Lackmus Indicator Methyl- 


in der Kalte in der Siedehitze orange 
CaCO, pharm. .... 2,15 3,25 3,20 
CaCO, eigenes Priparat — 1,30 1,20 
CaCO, puriss. pro ana- 
lys. Kahlbaum. . - 1,30 1,20 


Zur Erlangung der Neutralitat des gelésten Teiles des Pharmakopée- 
praparates wurde demnach nahezu 3mal soviel Saéure verbraucht als zur 
Titration des ,purissimum‘“-Praparates. Rechnet man der Einfachheit 
halber den Verbrauch an */,,-Siure auf Calciumcarbonat um, so waren 
in 100 com Wasser = 0,016 g beim Pharmakopéepriparat und 0,006 g 
CaCO, beim ,Purissimum‘-Praparat in Lésung gegangen. Nach den 
Feststellungen von Schlésing') ist die Léslichkeit des Calciumcarbonats 
bei 16° 1,31>< 10-3, bei 100° nach Bineau 2> 10-3. Die Titration 
unseres Pharmakopéepriparates entspricht einer 15mal gréBeren Menge 
als der von Schlésing angegebenen. Der Mehrverbrauch an "/,,-Saure 
kann nur auf die Gegenwart anderer alkalisch reagierender Stoffe zu- 
riickgefiihrt werden. Dasselbe gilt, wenn auch in viel geringerem MaBe, 
fiir das Purissimumpriparat, fiir das der Saureverbrauch ca. 4mal so 
groB war, als er nach Schlésing sein sollte. 

Als Verunreinigungen kommen fiir uns in Betracht Hydroxyde der 
Alkalien oder des Calciums, Natriumcarbonat, Natrium- und Calcium- 
bicarbonat. Zur Feststellung der uns hier allein interessierenden Ver- 


1) Compt. rend. 74, 1552. 
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unreinigungen diente der in Wasser lésliche Anteil der beiden Priparate. 
Zum Nachweis von Hydroxyd neben Carbonat wurde nach Warder’) 
unter Anwendung von Phenolphthalein und Methylorange titriert. Die 
Verbrauchsmengen an Siure schlieBen die Anwesenheit von Hydroxyd 
fiir beide Praparate aus. 

Einen neuen Anhaltspunkt fiir die Beurteilung der Verunreinigung 
der Priparate erhielt ich, nachdem ich in einem Versuche, bei dem ich 
zur Bestimmung seiner Léslichkeit das Calciumcarbonat mit destilliertem 
Wasser kochte, gefunden hatte, daB die Alkalitét der Lésung durch das 
Kochen stark heruntergegangen war. Ich war dabei so vorgegangen, 
daB ich 3 g CaCO, mit 100 cem destilliertem Wasser 1 Stunde am Riick- 
fluBkiihler kochte, dann abfiltrierte, 50 ccm des Filtrates mit einem 
Uberschu8 von "/,,-Schwefelsiure versetzte, kochte und unter Anwen- 
dung von Lackmus mit "/,, Natronlauge zuriicktitrierte. Dabei ergaben 
sich folgende Resultate, die auf 100 ccm umgerechnet sind: 


Fiir CaCO, pharm. wurden verbraucht 1,20 ccm */,,-H,SO,; 
” ” puriss. n ” 0,80 ” n 


Die Mengen der gelésten Anteile sind demnach nach dem Kochen 
der Praiparate mit Wasser, namentlich beim Pharmakopéepriparat, wesent- 
lich geringer als die der kalt bereiteten Ausziige. Nach dieser Fest- 
stellung mu8 die Hauptmenge der Verunreinigungen, vor allem beim 
Pharmakopéepriparat, aus Calciumbicarbonat bestehen. Dieser Befund 
fiihrte uns gleichzeitig zu der Vermutung, daB dieses Bicarbonat, dessen 
Menge ja immer noch recht gering ist, durch etwa im destillierten Wasser 
vorhandene Kohlensiure aus dem Carbonat in Lésung gebracht worden 
sein konnte. Beide Fragen wurden quantitativ auf die folgende Weise 
gelést : 

Je 6 g der beiden Priparate wurden mit je 200 ccm destilliertem 
Wasser gemischt und unter zeitweiligem Umschiitteln 2 Stunden stehen 
gelassen; dann wurde filtriert, je 50 ccm der Filtrate unter Anwendung 
von Methylorange titriert; ferner wurden je 100 ccm der Filtrate 
8/, Stunden am RiickfluBkiihler unter gelegentlicher Liiftung der Ver- 
bindung von Kolben und Kiihler gekocht; nach dem Kochen wurde 
filtriert und titriert (A). Dieselben Prozeduren wurden in einem zweiten 
Versuche (B) unter Verwendung von destilliertem Wasser, das vorher 
5/, Stunden lang ausgekocht worden war, wiederholt. 

Das Ergebnis sei im folgenden beschrieben: 


A. Unter Anwendung von nicht ausgekochtem destilliertem 
Wasser: 


Titration von 50 ccm des kalten Auszugs: 


a) CaCO, pharm. 1,60, pro 100 com = 3,20 cem *),,-H,SO,; 
b) n puriss. 0,40, ” ” ” = 0,80 ” 2 ; 


> 


1) Americ. Chem. Journ. 3, N. I u. Chem. News 43, 228. 
14* 
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Titration von 100 com des kalten Auszugs nach erfolgtem Kochen und 


Filtrieren: 
a) 0,80 com */,-H,SO,; triibte sich stark beim Kochen; 
b) 1,00 » ” ; keine Triibung beim Kochen zu sehen. 


Bb. Unter Anwendung von ausgekochtem destilliertem Wasser: 
Titration von 50 ccm des kalten Auszugs: 
a) CaCO, pharm. 1,50; pro 100 com = 3,00 cem */,,-H,SO,; 
b) n puriss. 0,30; n n n = 0,60 n n s 


Titration von 100 com des kalten Auszugs nach erfolgtem Kochen und 
Filtrieren: 
a) 0,50 ccm */,,-H,SO,; starke Triibung beim Kochen; 
b) 0,90 » ” ; keine Triibung beim Kochén zu sehen. 


Aus der zunachst iiberraschenden Erscheinung, da die kalt be- 
reiteten Ausziige vom Calo. carb. puriss. nach dem Kochen mehr Séure 
zur Neutralisation verbrauchten als die nicht gekochten Ausziige, zog 
ich den SchluB, daB das Glas beim Kochen Alkali an das Wasser ab- 
gibt. Zur Feststellung titrierte ich 100 g destilliertes Wasser unter An- 
wendung von Methylorange vor und nach dem */,stiindigem Kochen; 
das nicht gekochte Wasser verbrauchte keine Siure, dagegen wurden 
nach */,stiindigem Kochen 0,45, nach 95 Minuten 0,75 com ®/,,-H,SO, 
zur Neutralisation des Wassers bendtigt. Dieser Faktor ist bei der 
nachfolgenden Berechnung fiir beide Praparate beriicksichtigt worden. 


Berechnung zu A. 
Pharmakopéepraparat : 

100 ccm des kalt bereiteten wisserigen Auszugs haben eine Gesamt- 
alkalitét entsprechend = 3,20 com ®/,,-H,SO,; nach dem Kochen verbleibt 
abziiglich der aus dem 
Glase § stammenden 


eine Alkalitét entspr. 0,35 » " : 
die Differenz von . . .2,85 » “ entspricht der durch Calcium- 


bicarbonat bewirkten Alkalitét und betragt 
0,014 g CaCO, oder 0,47°/, CaCO, bzw. 0,76°/, Ca-Bicarbonat. 

Die nach dem Kochen vorhandene Alkalitiat, entspr. 0,80 cem "/,,-H,SO,, 

setzt sich zusammen aus der der Léslichkeit des 

Calciumcarbonats in Wasser entsprechenden Menge 

Fee ee | ne ae eee == 0,26 com */,9-H,SO,, 

dem im Blindversuch ermittelten Betrag fiir die 

Wirkung des Kochens auf das Glas, nimlich. . . 0,45 ccm */,,-H,SO,. 
Die Differenz von 0,09 ccm */,,.-H,SO, 

entspricht dem urspriinglich im Calciumcarbonat vorhandenen Natrium- 

carbonat; in absoluter Menge = 0,00048 g Na,CO,, 

in 100g CaCO,...... = 0,016°/, Na,CO,. 
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Purissimumpraparat : 
100 com kalter waBriger Auszug. = 0,80 ccm */,,-H,SO,; 
nach dem Kochen. ..... . = 1,00 cem */,,-H,SO,. 


Bei vélliger Abwesenheit von Calciumbicarbonat miiBte die Alkalitat 
nach den obigen Ausfiihrungen nach dem Kochen 1,25 ccm Saure ent- 
sprechen; das Minus an Siureverbrauch deutet darauf hin, da8 Calcium- 
bicarbonat zersetzt wurde; seine Menge mu8 0,25 ccm °/,9-Séure ent- 
sprechend = 0,0012 g (als Carbunat gerechnet) betragen. Dieser Betrag 
ist vom Gesamtalkali des kalten Auszugs = 0,80 ccm zu subtrahieren; 
dann verbleiben 0,55 cem fiir CaCO, und Na,CO,; davon entfallen entspr. 
seiner Léslichkeit 0,26 cem auf CaCO, 
und bleiben . . 0,29 ccm fiir Na,COQ,. 

Danach ergeben sich als absolute Menge fiir Na,CO, = 0,0014 g. 

Die Zusammensetzung des in nicht gekochtem Wasser léslichen 
Anteils von CaCO, ist danach folgendermaBen: e 

Gesamtalkali = 0,80 com */,, = 0,0040 g Ca-Na = Carbonat, 
fiir Ca(HCO,),= 0,25 » "/,)=0,0012 g 
fiir Na,CO, =0,29 » */,,—0,0014 g 
fer Ce ok eee = 0,0014 g 


Berechnung zu B. 

Pharmakopéepriparat. 
100 cem des kalten Auszugs = 3,00 ccm */,,-H,SO,; abziiglich der 
aus dem-Glase stammenden 
Alkalitét wurden nach dem 


ee eee = 015 » “ verbraucht ; 
die Differenz von .... . = 2,85 ccm */,.>-H,SO, entspricht dem 


Calciumbicarbonat = 0,014 als Carbonat gerechnet; 
= 0,47f/, Carbonat bzw. 0,76°/, Bicarbonat. 
Von der nach dem Kochen verbleibenden Alkalitét entsprechend 
0,60 com */,.-Saéure entfallen 
0,26 » auf den der Léslichkeit des CaCO, in 
Wasser entspr. Teil u. 0,45 » auf das aus dem Glas beim Kochen ge- 
léste Alkali. 
Der kleine Fehlbetrag von — 0,11 ccm diirfte bei den vorhandenen 
Fehlerquellen und den minimalen Mengen begreiflich sein. 


Purissimumpraparat. 

100 cem des kalt bereiteten Auszugs = 0,60 ccm ®/,,-H, 2804; 

Oe ae R's 6 ie Ss = 0,90 » . 
bei vélliger Abwesenheit von Calciumbicarbonat miiBten nach dem ~ereen 
1,05 com verbraucht werden; der Wenigerverbrauch von 0,15 ccm ent- 
spricht Calciumbicarbonat; diese 0,15 ccm sind vom Gesamtverbrauch 
vor dem Kochen zu subtrahieren; der Rest von 0,45 cem ist CaCO, und 
Na,CO,; da die der Léslichkeit des CaCO, ent- 
sprechende Menge ........ .. .. « 0,26 » ist, so entfallen 
WE os as, Ne eS o. os GW ws eee 
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Die Zusammensetzung des léslichen Teiles des Purissimumpri- 


parates ist demnach folgendermaBen: 
Gesamtalkali entspr. 0,60 cem "/,,) == 0,0030 g CaCO, (Na,CO,) Ca(HCO,), 





Ca(HCO,),. » 015 » » =(0,00075¢ 
Na,CO, .. » 0,19 » » =}0,00095 r 
asd ite ik: Goa wicca = 0,0013 g 


Wir sind somit auf das wahre Léslichkeitsverhiltnis von 
reinstem CaCO, in Wasser entsprechend 1,31 >< 10-3, wie Schlé- 
sing es festgestellt hat, gekommen. Die Verunreinigungen des 
Purissimumcarbonats sind sehr gering. 

Das Calciumcarbonat der Pharmakopée enthialt dagegen 
eine betrichtliche Menge von Bicarbonat und vielleicht noch 
sehr geringe Mengen von Natriumcarbonat. Die intensivere 
Wirkung dieses Praparates auf Dextrose mu8 darauf zuriick- 
gefiihrt werden. 

Aus der Tatsache, da8 oben fiir die Titration der Gesamtalkalitat 
des gelésten Teiles von Calciumcarbonat purissimum unter Verwendung 
von nicht ausgekochtem, destilliertem Wasser einmal 1,2, ein andermal 
0,8 cem "/,.>-Schwefelsiure verbraucht wurden, waihrend bei Verwendung 
von ausgekochtem Wasser nur 0,6 ccm nétig waren, mu8 geschlossen 
werden, daB das destillierte Wasser wechselnde, geringe Mengen von 
Kohlensiure enthielt, die etwas Calciumcarbonat in Lésung brachten; 
dasselbe gilt fiir das Pharmakopéepriiparat, bei dem der Betrag von 
Kalk, der durch die Kohlensiure des Wassers in Lésung gebracht wird, 
eine unbedeutende Rolle gegen den praformierten spielt. 

Bei der Analyse der Calciumcarbonatpriparate machte ich die Er- 
fahrung, daB die von mir verwendeten Kolben, obwohl aus Jenaer Glas, 
beim Kochen Alkali an das Wasser abgaben. Diese Beobachtung brachte 
mich auf den Gedanken, daB dieses Alkali an sich eventuell eine An- 
derung der Drehung der Dextroselésung bewirken kénnte. 

Zur Sicherstellung meiner Resultate fiihrte ich deshalb eine Ver- 
suchsreihe mit reinen Dextroselésungen ohne Zusatz aus, indem ich da- 
bei in genau derselben Weise verfuhr, wie bei den Versuchen mit den 
Kreidepraparaten. Die Originallésung enthielt 4,9°/, Dextrose. 

Bei diesen Blindversuchen erhielt ich folgende Zahlen: 


Tabelle V. 
L. i ae ws Wes OR. VERE, 
Kochdauer in Minuten Bisz.beg.K. 10 15 30 60 120 180 240 
Drehung entspr. °/, D. 4,90 4,80 4,50 4,25 3,90 3,50 3,00 3,10 
Reduktion von Feh- 
lingscher Lésung erg. 
°/, reduktionsfihigen 
Zucker 
Durch das Alkali des Glases tritt demnach an sich schon ein Riick- 
gang der Drehung der Glucoselésung ein. Das Reduktionsvermégen der 
Lisungen wird dagegen nur minimal verringert. 


_ 485 — 4,83 4,85 4,80 4,76 4,75 





jaa ebb 
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Es sei daran erinnert, daB ich in meiner ersten Abhandlung einen 
Blindversuch mitteilte, bei dem nach halbstiindigem Kochen der Trauben- 
zuckerlésung keine Anderung der Drehung eingetreten war. Der damals 
angestellte Blindversuch war als Orientierungsversuch in einem Jenaer 
Becherglas ausgefiihrt worden, wihrend ich fiir die spiteren Versuche 
Kochkolben verwendete, um eine Erhitzung am RiickfluBkiihler zu er-.- 
moglichen. Dieses Becherglas war im Gegensatz zu den Kolben wasser- 
fest; tatsichlich konnte ich nach */,stiindigem Kochen keinen Ubergang 
von Alkali in das Wasser konstatieren. 

Die in den obigen Versuchen beobachtete Anderung der Drehung 
ist demnach nur durch die Eigenart des Glases bedingt und unterbleibt 
bei Verwendung von bestimmten Glassorten ‘). 


SchluBfolgerungen. 


Die Untersuchung der Einwirkung reinsten Calciifmcarbo- 
nats auf Dextrose hat qualitativ zu demselben Resultate ge- 
fiihrt, das wir mit dem Pharmakopéepriparat erhalten haben. 
Der Unterschied in der Wirkung der beiden Praparate ist ein 
quantitativer. ; 

Er tritt besonders deutlich in die Erscheinung in jenen 
Versuchen, bei denen nur die in Wasser oder Dextroselésung 
loslichen Anteile der beiden Priparate in Reaktion treten. Ein 
Vergleich der Ergebnisse dieser Versuchsreihen mit denen der 
ersten Reihe bestatigt die friiher ausgesprochene Hypothese, 
nach der die Reaktion zwichen Calciumcarbonat und Trauben- 
zucker dadurch zustande kommt, daB das suspendierte Calcium- 
carbonat durch fortwaihrenden Ubergang neuer Molekiile in den 
gelésten Zustand eine Reaktion weiterfiihrt, die durch den an- 
finglich vorhandenen Gleichgewichtszustand zwischen Wasser 
und Calciumearbonat eingeleitet worden ist; die urspriinglich 
gelést vorhandenen Anteile sind nur imstande, die Drehung 
bis zu einem gewissen Punkte zu reduzieren, von dem ab die- 
selbe dann konstant bleibt. 

Die Analyse der Kreidepraparate fiihrt zu dem Schlusse, 
daB die stirkere Wirkung des Calciumcarbonats pharm. durch 
die Gegenwart relativ reichlicher Mengen wasserléslichen Bi- 
carbonates bedingt ist. Das Verhalten der léslichen Anteile 

1) Die gegenwartig im Handel befindlichen Jenaer Glaser sind durch- 
aus nicht gleichwertig; ich habe bei einer Anzahl den Ubergang von 
Alkali in kochendes Wasser festgestellt. 
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verschiedener Calciumcarbonatpraparate gegen Traubenzucker 
kann direkt als MaSstab fiir die Reinheit derselben dienen. 

Es wurde oben festgestellt, daB die von mir verwendeten 
Kolben beim Kochen an das Wasser Alkali abgaben; die Menge 
desselben entspricht nach 45 Minuten 0,45 ccm ®/,,-Natronlauge. 
Bei Beginn des Kochversuches ist das aus dem Kolben stam- 
mende Alkali Null, die aus reinstem Calciumcarbonat stammende 
Alkalitét in den Versuchen der Tabelle III und IV entspricht 
ungefihr 0,4 com "/,,-NaOH. Diese anfanglich vorhandene 
Alkalimenge wirkt in ihrer Gesamtheit sofort auf den Trauben- 
zucker ein, was aus dem raschen Abfall der Drehung hervor- 
geht, und ist nach ca. 20 Minuten, wie die Tabellen und vor 
allem dig Tafeln deutlich zeigen, vermutlich durch Bindung 
an gebildete Saiure erschépft. Aus dem Glase geht das Alkali 
langsam und gleichmaBig in das Wasser iiber (s. Tafel ITI); 
zu einer Anhaiufung kann es nicht kommen, da die geringen 
Mengen durch Neutralisation immer wieder fortgeschafft werden. 
Seine Wirkung auf die Dextrose’ ist eine waihrend des ganzen 
Kochens andauernd gleichmaBige und schwache. Wenn man 
die Tafeln II und III betrachtet, so kommt man zu der Uber- 
zeugung, daB die Wirkung des Alkalis aus dem Glase nach 
15 bis 20 Minuten sichtbar beginnt, also da, wo die Wirkung 
des gelésten Calciumcarbonats aufgehért hat. Einen wesent- 
lichen Einflu8 auf das Gesamtergebnis der Untersuchung hat 
also auch die Verwendung des alkaliabgebenden Glases nicht. 
Sie zeigt uns aber, wie empfindlich Dextroselésungen gegen 
minimale Mengen von Basen sind. 

Zur Sicherstellung meiner Angaben habe ich nachtraglich 
einige Versuche wiederholt, zu denen ich einen Kochkolben 
verwendete, der im Orientierungsversuche kein Alkali an das 
Wasser abgab und auch keine Drehungsdinderung der Trauben- 
zuckerlésung veranlaBte. 

In dem ersten Falle handelte es sich um einen Versuch, 
bei dem das feste Calciumcarbonat mit der Zuckerlésung ge- 
kocht wurde; im Wiederholungsversuch VII der Tabelle III er- 
hielt ich in Analogie mit dem friiheren 3,1°/). 

Im zweiten Falle wurde der in Wasser ldsliche Teil von 
reinstem Calciumcarbonat mit Dextrose 20 Minuten gekocht 
und dabei eine Drehung von 4,0°/, erhalten; die in Tabelle V 
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fir den entsprechenden Versuch angegebene Zahl ist 3,5°/,. 
In dieser Versuchsserie wird also die Drehungsinderung durch 
das Alkali des Glases schwach beeinfluBt, wihrend im ersteren 
Falle die Wirkung des Glases gegeniiber dem Massenangebot 
von festem Calciumcarbonat verschwindet. 

Wie ich eingangs des experimentellen Teiles mitgeteilt 
habe, gab die Veranlassung zu der vorliegenden Arbeit die 
Frage, ob nach Einwirkung von Calciumhydroxyd auf Dex- 
troselésungen die Abscheidung des Kalks unter allen Um- 
standen durch Kohlenséure und dem unerlaBlichen nachfolgen- 
den Kochen vorgenommen werden kénne. Nach meinen Er- 
gebnissen muB die Frage wegen der tiefgreifenden Wirkung 
des Calciumcarbonates auf die Dextrose negiert werden. Die 
Behauptung verliert ihre Giiltigkeit in den Fallen, bei denen 
durch die Basenwirkung bereits eine vdéllige Zerstorung des 
Zuckers stattgefunden hat. 

















Studien zur Chemie der Eiweibkorper. 
Uber den artspezifischen Bau des EiweiBes. 


Von 
E. Herzfeld und R. Klinger. 


(Aus dem chemischen Laboratorium der medizinischen Klinik und aus 
dem Hygiene-Institut der Universitat Ziirich.) 


(Hingegangen am 21. August 1919.) 
Mit 1 Figur im Text. 


Die EiweiBteilchen werden gewohnlich als kugelige Gebilde 
vorgestellt, von denen wir jetzt wissen, da sie aus einem 
festen Kern polypeptidartig verbundener Aminosauren bestehen, 
der an seiner Oberfliche EiweiBabbauprodukte verschiedener 
Stufen als Losungsvermittler (fiir die kolloide Verteilung) tragt. 
Diese Vorsteliung ist wohl im allgemeinen zutreffend, sie kann 
aber in ihrer Unbestimmtheit nicht voll befriedigen, nament- 
lich dann, wenn wir gewisse feinere Beziehungen der Eiwei- 
teilchen untereinander in Betracht ziehen. Als solche méchten 
wir vor allem die der Immunitiatsforschung bekannten art- 
spezifischen Adsorptionsvorginge erwahnen, denen gegeniiber 
die eingangs erwahnte primitive Vorstellung vollig versagt. Es 
scheint uns aber sehr wiinschenswert, gerade diese Verhalt- 
nisse naher zu diskutieren, weil sie geeignet sind, uns iiber 
den inneren Bau des Eiweibes wichtige Aufschliisse zu geben. 
Wenn diese Erwagungen auch zunachst mehr spekulativer 
Natur sind, so diirften sie doch, da sie uns eine viel anschau- 
lichere Vorstellung-von der Struktur des EiweiBes geben, 
auch fiir die experimentelle Forschung von Bedeutung sein; 
da8 sie mit den Ergebnissen der letzteren in Einklang stehen 
miissen, braucht wohl nicht erst betont zu werden. 
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In der Anfangszeit der EiweiBchemie war man vor allem 
bemiiht, stets neue EiweiSarten ,rein“ darzustellen und zu 
beschreiben, wobei man annahm, daB die verschiedenen Organe 
wie Muskel, Leber, Gehirn usw. chemisch staérker voneinander 
abweichende EiweiBkérper enthalten miiBten. Dazu kam das 
Riistzeug verschiedener Fallungsmethoden, durch die man aus 
OrganpreBsiften usw. differente Eiweibfraktionen darstellte; 
diese belegte man mit besonderen Namen und: war der Mei- 
nung, daB hiermit ein jeweils anderweitiges EiweiB dargestellt 
und der EiweiBforschung ein begrifflicher Gewinn erwachsen 
sei. Heute macht sich immer mehr die Ansicht geltend, daB 
die auf diese Weise feststellbaren Unterschiede zum grofen 
Teil auf schwer entfernbaren Beimengungen, sowie auf mehr 
physikalisch-chemischen Momenten (TeilchengroBe, Reaktion des 
Milieus und damit zusammenhingende Veranderungen der Lé- 
sungsvermittler usw.) beruhen. Dagegen hat uns die _ Immu- 
nitatsforschung einerseits, die Chirurgie andererseits auf 
Unterschiede aufmerksam gemacht, die fiir die EiweiBforschung 
weit wichtiger zu werden versprechen: diejenigen namlich, die 
durch den art-spezifischen Bau des EiweiBes gegeben sind. Es 
ist schon seit einiger Zeit bekannt, daB nicht nur von einer 
Tierart zur andern das Eiwei® in seiner chemischen Struktur 
deutlich verschieden ist, so daB darauf scharfe Reaktionen be- 
griindet werden kénnen (spezifische Pricipitation, Aggluti- 
nation usw. mit Immun-Antikérpern), sondern daB auch inner- 
halb derselben Art von einem Individuum zum andern aus- 
gesprochene Unterschiede bestehen. Denn es hat sich ergeben, 
daB Transplantate von Geweben nicht bloB von einer Tierart 
zur andern, sondern auch von einem Individuum zu einem 
andern, derselben Art angehorigen (Hetero- und Homoio-Plastik) 
in der Regel nicht angehen, wahrend Ubertragung der gleichen 
Zellart am selben Individuum (Autoplastik) in weitem Umfang 
méglich ist. Wenn wir uns dieser Erscheinung gegeniiber nicht 
mit der vagen Annahme einer ,,differenten Zusammensetzung 
der Kérpersafte“ und ahnlichem begniigen wollen, so miissen 
wir als wahrscheinlich einraumen, da8 auch hier Unterschiede 
zwischen dem Eiwei8 (und den Abbauprodukten) der iiber- 
tragenen Zellen und demjenigen des Empfangers vorliegen, die 
fiir den Abbau der fremden Zellelemente verantwortlich zu 
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machen sind. SchlieBlich weisen auch die Tatsachen der Ver- 
erbungslehre deutlich darauf hin, daB jedes Individuum 
wenigstens in gewissen EiweiBpartikelchen seiner Keimzellen 
ausgepragte chemische Individualitaten besitzen mub. 

Die EiweiBchemie sieht sich durch diese Tatsachen vor 
die Notwendigkeit gestellt, wesentliche Unterschiede im Bau 
der einzelnen EiweiBteilchen anzunehmen; es erhebt sich daher 
die Frage, welche Modifikationen in unserm bisherigen Bilde 
vom EiweiBpartikelchen dadurch nétig werden? 

Es ist sicher, daB die erwahnten Unterschiede nicht darauf 
beruhen kénnen, daB jedes EiweiB aus immer wieder anderen 
Bausteinen sich zusammensetzt; denn wir wissen, daB die Teil- 
stiicke, aus denen alle EiweiBk6érper sich aufbauen, eine verhilt- 
nismaBig Zah] von Aminosauren sind, die fast regelmaBig, wenn 
auch in sehr verschiedenem Prozentgehalt in den verschie- 
densten EiweiBarten angetroffen werden. Nicht qualitative, 
sondern mehr quantitative Differenzen spielen also eine Rolle, 
und es muf angenommen werden, daB vor allem die Reihen- 
folge, in der diese Bausteine mit ihren Peptidbindungen an- 
einander gekniipft sind, das Entscheidende ist. Wir miissen 
uns vorstellen, daB bei der einen EiweiBart diese oder jene 
Aminoséure etwas haufiger und in anderer Weise mit anderen 
Aminoséuren abwechselnd sich vorfindet als in einem anderen 
Eiwei8. Bezeichnen wir die einzelnen Bausteine mit ver- 
schiedenen Buchstaben (a, b, c, d usw.), so wird schon bei 
30 bis 50 Gliedern eine sehr groBe Menge verschiedener Kom- 
binationen erhalten. Wahrscheinlich sind nun in den Ketten, die 
die Eiwei8kérper der hoch organisierten Lebewesen aufbauen, 
noch mehr Bausteine zusammengefiigt, wobei natiirlich derselbe 
Baustein 6fters wiederkehren kann (z. B. abcadaababd usw.). 

Aus diesen Uberlegungen geht hervor, daB die Unter- 
schiede der verschiedenen EiweiBarten dadurch zustande 
kommen, da eine jeweils bestimmte Anzahl von Amino- 
saiuren in jeweils ganz bestimmter Auswah! und Reihen- 
folge aneinander gekettet ist. Wir gelangen dadurch zu 
der Vorstellung von Elementargebilden, die fiir jede Ki- 
weiBart charakteristisch sein miissen. Nach allem, was wir 
von den Peptidverbindungen wissen, ist es hierbei am wahr- 
scheinlichsten, daB eine einzige lange Kette jeweils an einem 
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Ende verbundener Aminosauren vorliegen diirfte, etwa in Form 
des bekannten Gritenstiches*): 





Fig. 1. 







So wird begreiflich, wieso das EiweiB einen nach Art und 
Rasse wechselnden und selbst individuell verschiedenen Bau 
besitzen kann. Wie soll aber chemisch erklart werden, da8 a 
diese Kettensynthese nach einem jeweils genau feststehenden 
Plan vor sich geht? Jedenfalls nur dadurch, daB die An- 
lagerung einer jeden neu hinzukommenden Aminosaure durch 
das schon vorhandene bestimmt wird. Denn da wir keine 
andere als chemische und physikalische Krafte beim Aufbau 
der Materie in der Natur anerkennen kénnen, so ist es gewib, 
daB nicht die ,,lebende Substanz“ oder die ,Zelle“, oder ein 
anderer versteckter oder offener Anthropomorphismus die Wahl 
und Anordnung der Bausteine leiten kann, sondern daB einzig 
und allein die Beschaffenheit des schon Bestehenden 
mit innerer Notwendigkeit alles Neuhinzukommende 


















regelt. 

Hier mu8 nun eine fiir alles weitere entscheidende Uber- } 
legung einsetzen. Sie bezieht sich auf die Frage, wie diese 
Regelung des Neuansatzes an den langen Polypeptidketten 
méglich ist? Hier wie sonst kénnen nur Haupt- und Neben- 
affinititen als chemische Krafte im Spiele sein, Hauptaffini- 
taten dort, wo die eigentliche Peptidbindung erfolgt, Neben- 
valenzen aber (der C-, namentlich aber der N- und O-Atome) i | 
an allen méglichen Stellen. Wollten wir nun annehmen, dab 
die Aminoséurenkette etwa wie ein Janger Faden aufgeknauelt of 
ware, und nur immer an dem einen oder an beiden Enden 
weiterwachsen sollte, so ware ganz unverstandlich,. wieso das 
schon Vorhandene die Auswahl des Folgenden genau bestimmen 























) Die Verschiedenheiten der einzelnen Bausteine wurden im obigen 
Schema bloB durch die ungleiche Lange der Striche angedeutet; in 
Wirklichkeit wiren an die Enden dieser C-Ketten noch die hier haufig 
vorhandenen NH,-Gruppen oder komplizierteren Radikale (C-Ringe usw.) 
zu setzen. 
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sollte? Denn soll nicht eine zum Teil abweichende, sondern 
eine vollstindig gleiche Kette entstehen, so ist notwendig, daB 
jeder einzelne Baustein der letztfertigen Kette auf die Bildung, 
d. h. auf die Anlagerung der Bausteine der nichsten Kette 
mitbestimmend wirke. Auf der Oberfliche eines rundlichen 
Knauels oder einer Mosaikkugel waren es, selbst wenn wir uns 
dieselben nicht willkiirlich, sondern gesetzmaBig aufgerollt 
dachten, stets nur einige oberflichliche, in der Nahe der Bin- 
dungsstelle befindliche Nebenaffinitaéten, die die Wahl eines 
neuen Bausteines beeinflussen kénnten. 

Diese Schwierigkeit scheint uns nur durch die Annahme 
iiberwindbar, daB wir uns die Elementarglieder als Gebilde 
vorstellen, die flach in einer Ebene ausgebreitet sind, also in 
Form von Scheiben, die nach beiden Seiten gleiche chemische 
Zusammensetzung aufweisen. Nimmt man fiir die Verbindung 
der Aminoséuren untereinander eine lange Kette an, so kénnte 
dieselbe etwa spiralférmig wie eine Uhrfeder zu dieser Scheibe 
aufgerollt gedacht werden; aber auch im GrundriB vier- oder 
mehreckige Schichten oder noch andere Formen waren denk- 
bar. Wesentlich ist nur die Vorstellung, da8 in sich 
fest zusammenhangende und dabei ganz flache Schich- 
ten als die Elementarglieder gelten miissen. Unter 
dieser Voraussetzung — und nur unter dieser — ist 
verstandlich, wieso das EiweiB artspezifisch wachsen 
kann und muB. Die Neubildung erfolgt dann an den flachen, 
kreisférmigen Seiten dieser Scheibe in der Weise, daB, vom 
Zentrum ausgehend, ein neuer Spiralfaden Glied fiir Glied an- 
gesetzt wird. Auf jede in der schon fertigen ,,Modell“ Scheibe 
vorhandene Aminosiure wird hierbei eine gleiche angelagert, 
wodurch ein jeweils ganz identisches Gebilde entstehen muB. 

Diese Hypothese erklairt, wieso das schon bestehende Ei- 
weiB in genau festgelegter Weise die Bildung neuen EiweiBes 
regeln kann, wieso jedes neue Elementarglied vollstandig nach 
dem Muster seiner Ursprungsstatte gebaut ist. Vom chemischen 
Standpunkte aus kann gégen diese Vorstellung kaum ein ernst- 
licher Einwand gemacht werden, da sie im Gegenteil duych 
zahlreiche chemische Tatsachen gestiitzt wird. Wir wissen ja, 
daB Nebenvalenzen ganz allgemein Aneinanderlagerung und 
lockere Verbindung von Molekiilen (und namentlich auch gleicher 
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Molekiile) bewirken kénnen (man denke an das Auskrystalli- 
sieren aus Salzgemischen, an die Polymerisationserscheinungen 
und ahnliches). Wenn wir in einer molekularen Lésung, z. B. 
von Tyrosin, die Bedingungen so verindern, daf die einzelnen 
Molekiile nicht mehr geniigend Wasserbindung besitzen (z. B. 
beim Erkalten einer heif gesiattigten Lésung), so kommen die 
Nebenaffinititen, die einzelne Atome jedes Molekiiles frei 
haben, zur Geltung und fiihren zur Aneianderlagerung. Diese 
geht nun nicht etwa in unregelmaBiger Weise vor sich, es 
werden vielmehr solche Anlagerungen bevorzugt, bei denen ein 
Molekiil méglichst vollstindig mit einem anderen zur Deckung 
kommt, weil dann nicht nur eine, sondern alle Nebenaffini- 
taten’) nach Moglichkeit befriedigt werden (Krystallbildung). 
Daher sehen wir auch, wenn wir eine iibersittigte Lésung ver- 
schiedener Salze mit einem bestimmten Krystall impfen, an 
diesen nicht beliebige, sondern die ihm gleichen Salzmolekiile 
sich anlagern und dhnliches. Das gleiche mu8 nun auch fiir 
die Aminosiureabscheidung bei der EiweiSsynthese angenommen 
werden. Denken wir uns die Anlagerung einer neuen Amino- 
sdure in einer Tochterscheibe, so wird an einer bestimmten 
Stelle, wo die Mutterscheibe z. B. ein Alaninmolekiil aufweist, 
am besten ebenfalls ein Alaninmolekiil sich an- und auflagern, 
weil die Nebenaffinititen seines Molekiiles sich am glattesten 
mit denjenigen der Unterlage absittigen, wihrend ein Leucin- 
oder gar ein Argininmolekiil dies nicht vermag. Dieses wird 
sich daher nicht glatt anfiigen und aus diesem Grunde nicht 
fest haften, daher auch zu keiner dauernden Synthese fiihren. 

Damit diese Anlagerung (zunichst adsorptive Bindung, der 
dann die eigentliche Peptidbindung folgt) stattfinden kann, muB 
allerdings verlangt werden, daB die betreffenden Bausteine nicht 
in gut léslicher Form zugegen seien. Denn solange dies der 


1) Die Affinitéten, die zwischen einzelnen Atomen bestehen, werden 
nicht als unteilbare Einheiten, sondern als beliebig abstufbare GréBen 
vorgestellt. Nach Absattigung des Hauptteiles der Affinitaét eines Atomes 
durch ein anderes bleiben meist noch ,Rest-“ oder Nebenaffinitaten fiir 
mehr oder weniger lockere Verbindung mit Molekiilen (,,Molekiilverbin- 
dungen“) frei. Diese sind es, die die Adsorptionen, die Lésungen usw. 
bewirken. Naheres siehe unsere ,,Beitraige z. physikal. Chem. d. Fliissig- 
keiten* (Ziirich 1919). 
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Fall ist, ist das betreffende Molekiil mit einer Wasserhiille um- 
geben und hat daher ebensowenig Neigung, sich an die EiweiB- 
scheibe anzulegen als in irgendeiner molekularen Lésung eine 
spontane Auskrystallisation erfolgt. Nun kommen die Amino- 
sauren in dem schwach alkalischen Blut hauptsiachlich als Alkali- 
salze vor und treten als solche, d. h. in relativ gut léslicher 
Form in die Zellen ein. Wir miissen also annehmen, daB sie 
in der Zelle in eine schwer lésliche Form wtbergefiihrt werden. 
Dies geschieht vermutlich in der Weise, daB die durch die 
Zellatmung fortwaihrend entstehende Kohlensiure die COONa- 
in COOH-Gruppen iiberfiihrt (unter gleichzeitiger Bildung von 
NaHCO,). DaB dies méglich ist, beweist u. a. die bekannte Tat- 
sache, daB wir aus EiweiSlésungen, z. B. verdiinntem Serum, 
durch Einleiten von CO, gewisse EiweiBteilchen ausfallen 
kénnen, was ebenfalls auf Umwandlung der Alkalisalze in freie 
Aminosiure zuriickzufiihren ist. Wurde dadurch die Wasser- 
affinitat des anzulagernden Bausteines herabgesetzt, so ist da- 
mit seine Anlagerung an die EiweiBscheibe begiinstigt; sie wird 
an der Stelle und in der Lagerung erfolgen, daB hierdurch ein 
ganz gleiches Molekiil zur Deckung gebracht wird. Ist dies 
geschehen, so fiihrt die Affinitaét, die das N-Atom der Amino- 
gruppe und das C der endstandigen COOH-Gruppe zueinander 
haben, dazu, daB sich diese Atome unter AbstoBung des H 
resp. OH mitsammen vereinigen, daB somit die Peptidbin- 
dung erfolgt. Das neu hinzukommende Molekiil ist jetzt 
nicht nur (relativ locker) mit seiner ganzen Seitenfliche auf 
der Unterlage (d. i. mit der vorhergehend gebildeten Elemen- 
tarscheibe), sondern noch auBerdem (und zwar in fester Bindung) 
mit seinem einen Ende in die im Entstehen begriffene neue 
Scheibe eingefiigt. (Da jedes Glied der Aminoséurenkette mit 
beiden Nachbarmolekiilen verbunden ist, sind natiirlich zwei 
nahe aneinander stehende Peptidbindungen (nach rechts und 
links) vorhanden. — Die Synthese des EiweiBes ist so- 
mit im wesentlichen eine Ausfallung von Aminos&éuren, 
wobei die , Eigenaffinitaten“ der Molekiile als wah- 
lende und richtende Krafte sich geltend machen und 
woran sich fiir jeden Baustein eine feste Bindung (die 
2fache Peptidbindung) anschlieBt. 

Durch diese Auffassung des Vorganges wird u. a. auch 
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die nahe Beziehung, die zwischen der EiweiBsynthese und der 
Zellatmung besteht, verstaindlich. In den meisten Zellen steht 
neben anderen Umsetzungen auch das Wachstum sofort still, 
wenn infolge von O,-Mangel keine weitere CO,-Produktion er- 
folgt'). Wollte man dagegen fiir die Auswahl der Bausteine 
bei der Synthese andere als die eigenen Affinititen gleicher 
Molekiile zueinander heranziehen, z. B. NH- mit OH-Gruppen 
reagieren lassen, so bliebe der im selben Individuum stets ganz 
identische Bau des EiweiBes vollstandig unerklarlich. Denn mit 
einer OH-Gruppe kénnten ja die NH,-Gruppen verschiedener 
Bausteine reagieren und es wiirde die immer gleiche Weiter- 
fiihrung des Bauplanes nicht nur dem Zufall anheim gegeben, 
sondern, wie eine nihere Uberlegung zeigt, geradezu unmég- 
lich; derartige Affinitéten kénnen somit bei der Wahl der Bau- 
steine keine Rolle spielen. 

Auch die Plasteinbildung ist vermutlich nichts anderes als 
eine Aneinanderlagerung und folgende Verbindung von Polypeptiden 
infolge von Uberwiegen der Eigenaffinititen, sobald durch gewisse 
Bedingungen, wie Kalte usw., die Wasserbindungen herabgesetzt werden. 

Wenn beim Wachstum fortwaihrend neue, scheibenférmige 
Schichten an die alten aufgelagert werden, so miissen die aus 
vielen solchen, aneinander verklebten Elementargliedern auf- 
gebauten Eiweifpartikelchen eine mehr oder weniger walzen- oder 
rollenférmige Gestalt besitzen. Kleinere Teilchen (aus etwa 
10 bis 50 solcher Elementarschichten) werden die Form von 
niederen und hoheren Zylindern aufweisen, weil der Durch- 
messer der einzelnen Scheibe im Vergleich zu ihrer Hohe relativ 
groB sein diirfte. (Hochdisperse EiweiBteilchen.) Bei der Syn- 
these in Zellen werden dagegen vermutlich lange, aufgekniuelte 
Gebilde entstehen, die das GeriisteiweiB der Zelle bilden. Durch 
Zerfall dieser Fiiden und Kniiuel gehen daraus gréBere und 
kleinere Stiicke hervor, aus denen sich das kolloidgeléste Ei- 
weiB des Zellplasmas und der Gewebssifte zusammensetzt. 
Diese Teilchen miissen, um kolloid verteilbar zu sein, an ihren 
Oberflaichen Lésungsvermittler (hohe und tiefe Abbauprodukte) 


1) Auch das vermehrte Wachstum des MuskeleiweiBes im arbeiten- 
den (trainierten) Muskel diirfte damit zusammenhingen, daB infolge 
der stairkeren Milchsaéureentstehung die Bedingungen zum Ausfallen von 
Aminosauren besonders giinstige werden. ' 

Biochemische Zeitschrift Band 99. 15 








212 KE. Herzfeld und R. Klinger: 


tragen; denn nur wenn solche vorhanden sind, kénnen die 
Teilchen nebeneinander in waBrigem Milieu bestehen, ohne mit- 
sammen zu verkleben. Das GeriisteiweiB der Zelle ist dagegen 
relativ arm an Lésungsvermittlern und steht daher dem koa- 
gulierten EiweiB naher. 

Je kleiner der aus fest aneinander haltenden Elementar- 
scheiben bestehende Kern eines EiweiBteilchens ist (je kiirzer 
also der EiweiBzylinder), desto héher dispers ist das betreffende 
Teilchen. Besteht es nur noch aus einigen wenigen Elemen- 
tarscheiben, so haben wir es bereits mit Albumosen, nicht 
mehr mit Eiwei8 zu tun, denn solche Partikelchen entsprechen 
der Hauptforderung nicht mehr, die nach der Definition an 
alles Eiwei8 gestellt werden mu8: Bei neutraler Reaktion in 
der Hitze aus der waBrigen Loésung auskoaguliert zu werden. 
Sie sind im Gegenteil in der Hitze besser léslich und fallen 
in der Kalte zum groBten Teil aus, weil sie eben nur bei 
héherer Temperatur jene Wasserbindung erlangen, die die 
Teilchen vor ihren Eigenaffinitiéten und gegenseitiger An- 
ziehung schiitzt. Mit dem EiweiB haben sie gemeinsam, dab 
sie den spezifischen Bau desselben noch ziemlich gut aus- 
geprigt haben, wofiir verschiedene serologische Tatsachen 
sprechen; freilich ist der innere Zusammenhang dieser Stiicke 
meist schon so stark gelockert, daB sie leicht in nicht mehr 
volilwertige (nicht mehr artspezifische) Fragmente zerfallen. 

An die Albumosen schlieBen sich in der Richtung nach 
unten (Abbau) die Reihe der tieferen EiweiBspaltstiicke (Pep- 
tone, niedere Peptide und freie Aminoséuren) an, die bereits 
gut wasserléslich sind. Diese Zunahme der Léslichkeit mit 
der Kleinheit der Bruchstiicke ist darin begriindet, daB die 
NH,- und COOH-Gruppen, die bei der Auflésung der Peptid- 
bindungen frei werden, viel mehr Wasseraffinititen besitzen 
als die CN- und CO-Gruppe. Je mehr Peptidbindungen daher 
gelést sind, desto mehr Wasseraffinitét muB das _ betreffende 
Bruchstiick haben. 

In der anderen Richtung (Synthese) schlieBen sich an die 
Albumosen die héchstdispersen, eben schon hitzekoagulablen 
EiweiBteilchen (,,Albumine* usw.) an, denen dann die immer 
grober dispersen EiweiBteilchen folgen (,,Globuline* usw.). Es 
braucht wohl kaum betont zu werden, da alle diese Gruppen, 
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auch wenn sie mit besonderen Namen bezeichnet und durch 
bestimmte Reaktionen charakterisiert werden, nicht wirklich 
streng abgegrenzt sind, sondern mehr oder weniger unscharf in- 
einander iibergehen. Relativ am besten kénnen wir noch das 
eigentliche Eiwei8 von den Albumosen trennen, obwohl wir 
auch hier nicht erwarten diirfen, daB die Teilchen bei einer 
jeweils genau bestimmten Zahl von Elementarscheiben koagu- 
lierbar werden. Auch wissen wir, daB Eiwei® selbst bei neu- 
traler Reaktion seine Hitzefallbarkeit zum Teil einbiiBen kann, 
wenn namlich sehr viel Abbauprodukte zugegen sind usw. 

Fir die Stabilitat aller EiweiBpartikelchen entscheidend 
ist die schon angedeutete Tatsache, da die unversehrten, 
d.h: in ihren Peptidbindungen nicht gelockerten Ele- 
mentarscheiben und daher auch alle aus ihnen sich auf- 
bauenden Eiweifteilchen als solche nur sehr wenig Affini- 
tat zu Wasser besitzen. Sie sind daher nur von unzuling- 
lichen Wasserhiillen umgeben und lagern sich stets sofort an- 
einander, wenn ihre Wasserbedeckung noch weiter herabgesetzt 
wird. Alle EiweiBteilchen ziehen sich namlich wie die Teilchen 
anderer Suspensionen infolge ihrer eigenen Masse an, wozu 
noch die chemischen Eigenaffinititen kommen, mit denen 
namentlich ahnlich gebaute Flichen aufeinander einwirken. 
Sollen die Partikelchen in Form einer ,,kolloiden Lésung“ 
nebeneinander bestehen kénnen, so miissen diese anziehenden 
Krafte durch isolierende Wasserhiillen paralysiert sein. Wir 
verstehen daher, daf die Besetzung der Oberflichen mit Lé- 
sungsvermittlern zu der GroSe der Teilchen in einem gewissen 
Verhialtnis stehen muB; sind die Teilchen groB, so miissen ihre 
Oberflachen mit ziemlich guter Wasserbindung versehen sein, 
wenn anders sie nicht ausflocken sollen; denn sie ziehen sich 
gegenseitig stark an, und auferdem ist das Verhialtnis ihrer 
Oberflache zur Masse relativ klein. Diese Forderung nach 
guter Wasserbindung der Oberfliche ist gewéhnlich in der 
Weise erfiillt, daB grobdisperse Teilchen an ihrer Oberfliche 
andere hochdisperse Teilchen adsorbiert tragen, die sie als 
yschutzkolloide“ einhiillen. Die kleineren Teilchen sind ihrer- 
seits von héheren und tieferen Spaltstiicken umgeben und da- 
mit stabilisiert. 

Diese Bedeckung der Oberfliche der Elementarscheiben 
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mit Abbauprodukten spielt aber nicht nur fir die Stabilitat 
der Teilchen eine Rolle, sie ist auch fiir die Abbauvor- 
ginge am EiweiB von gréBter Wichtigkeit. Solange namlich 
die Scheiben unbedeckt frei liegen, ist ihre Wasserbindung so 
schlecht, da das Wasser nahezu keine Beziehung zu ihnen 
hat und deshalb auch keine hydrolytischen Spaltungen ein- 
setzen. Solche Flichen sind ja im Gegenteil, wie wir gesehen 
haben, der Ort der Neubildung von EiweiB, also der Synthese. 
Werden aber an die Oberfliche Spaltstiicke adsorbiert (wobei 
sich gewéhnlich zuerst hohe Bruchstiicke anlagern, die dann 
wieder niedere an sich binden), so ist damit eine innigere Be- 
ziehung der EiweiBflache zum Wasser geschaffen; dieselbe wird 
dadurch fiir Hydrolysen zuginglich gemacht und beginnt: sich 
allmahlich unter der auflésenden Wirkung des Wassers in ihrem 
festen Gefiige zu lockern (Lésung einzelner Peptidbindungen, 
teilweise Abblatterung der Elementarscheiben usw.). So ent- 
stehen aus dem EiweiBteilchen selbst wieder wasserbindende 
Bruchstiicke, die nun weiter als Hydrolysenvermittler wirken 
und so nimmt die Aufspaltung des Teilchens ihren Fortgang. 
Sie wird namertlich dann beschleunigt sein, wenn wir den 
bei Auflésung der Peptidbindungen entstehenden COOH- und 
NH,-Gruppen die Méglichkeit geben, ihre Wasserbindung noch 
weiter zu verstarken. Dies ist dann der Fall, wenn freies 
Alkali oder Siure anwesend sind. Das Alkali fiihrt das COOH 
in stark wasserbindendes COONa und H,O iiber, die freie Saiure 
lagert sich an die NH,-Gruppe an und steigert dadurch (da 
sie selbst stark wasseraffin ist) die Wasserbindung des Kom- 
plexes. So wird Wasser an die Stellen gesprengter Peptid- 
bindungen gezogen, dringt von hier aus zwischen die Elemen- 
tarscheiben ein und wirkt daher (wie Eis in einem blattrigen 
Gestein) auflockernd und zerstérend. Der AnstoB ging aber 
von den adsorbierten Abbauprodukten aus, und es ist 
klar, daB ein EiweiBspaltstiick zu dieser aufspaltenden Funktion 
um so besser geeignet sein wird, je leichter und fester es an 
dem abzubauenden Eiwei8 adsorbiert wird'). Da nun hierfiir 





1) Mit diesen Ausfiihrungen diirfte auch den von Biedermann 
(Zeitschr. f. Fermentfschg. Jg. 2, 1) gegen unsere Auffassung der Ferment- 
wirkung gemachten Einwinden der Boden entzogen sein. 
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wieder der chemische Bau mafgebend ist, indem chemisch 
aihnlich gebaute Bruchstiicke am besten von einer gegebenen 
Flache adsorbiert werden, so wird dadurch erklart, warum es 
eine gewisse Spezifitat der proteolytisch wirkenden 
Faktoren (,,Proteolytische Fermente“) gibt; warum z. B. 
Abbauprodukte aus einer bestimmten EiweiBart besser auf- 
spaltend wirken gegeniiber demselben als gegeniber einem ganz 
differenten Eiweif8. Andererseits hat die Tatsache, daB der 
streng spezifische Bau bei der Aufspaltung ziemlich rasch 
verloren geht und da8 die Adsorption auch, wenn auch weniger 
gut, stattfindet, wenn ein nur ungefihr ahnlicher Bau vor- 
liegt, zur Folge, daB die Spezifitat der Fermente stets nur 
eine relative ist, die mit jener der gleich zu besprechenden 
Immunitatsreaktionen bei weitem nicht vergleichbar ist. 

Fir diese Immunreaktionen ist es heute so gut wie 
sicher, daB sie auf einer rasch eintretenden Aneinanderlagerung 
von Antigen und Antikérperteilchen beruhen. Der Antikérper 
ist nach den an anderer Stelle von uns entwickelten Vor- 
stellung’) nichts anderes, als EiweiBteilchen des vorbehandelten 
Tieres, an denen einzelne Bruchstiicke des injizierten Antigen- 
eiweiBes adsorbiert sind. Nach der Injektion wird dieses Ei- 
weiB, wie alles in den ‘K6érpersiften befindliche EiweiB, all- 
mihlich aufgespalten, wobei die einzelnen aus etlichen Ele- 
mentarscheiben bestehenden Bruchstiicke von den Oberflachen 
groberer, durch Zellzerfall freiwerdender und daher noch wenig 
umhiillter EiweiBteilchen gebunden und lingere Zeit mit herum- 
getragen werden (Antikérper). Kommen diese nun plotzlich 
mit neuen Antigenteilchen in gré8erer Zahl zusammen, so fiihrt 
der identische Bau beider Teile (der am Antikérper oberfliach- 
lich sitzenden Antigenreste und der neuen Antigenteilchen) zu 
einer gegenseitigen Adsorption und daher zur Verklebung und 
Ausflockung. Ohne die eben entwickelten Vorstellungen vom 
Bau der EiweiBteilchen wire diese Reaktion und speziell die 
weitgehende Spezifitaét derselben ganz unverstindlich; anderer- 
seits machen uns dieselben auch begreiflich, warum bei allen 
Immunreaktionen chemisch ahnliche K6érper mitreagieren und 
dadurch die Spezifitat etwas verwischen. Sie werden dies um 


‘) Diese Zeitschr. 85, 1. 
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so besser vermégen, je ahnlicher ihr Bauplan demjenigen des 
eigentlichen Antigens ist, je mehr Stellen der betreffenden 
Oberflichen sich gegenseitig in ihren Affinitiéten absittigen 
kénnen (,,Neben-Agglutinine* etc. Normal-Ambocep- 
toren u. ahnl.). 

Da8 unter Umstiinden die Adsorption von Antikérper und 
Antigen auch auf Grund von bloBen Gruppenaffinititen er- 
folgen kann, wie dies fiir die namentlich von Landsteiner 
und Lamp! studierten Immunkérper gegen chemisch stirker 
verindertes EiweiB gilt, muB natiirlich zugegeben werden, 
spricht aber nicht gegen unsere Auffassung. [Auch die un- 
spezifischen Himolysine, die gegen Hammelblut mit Organen 
verschiedener Tiere erzeugt werden kénnen (For8mann) ge- 
horen hierher.] Was das EiweiB verschiedener Tierarten unter- 
scheidet, sind gerade nicht derartige besondere chemische 
Gruppen, sondern der jeweils andere Bauplan der Elementar- 
scheiben. Ein Antimenschenserum reagiert mit Rindereiweif 
deswegen nicht, weil die Adsorption dieser Teilchen an die 
MenscheneiweiB-Elementarscheiben des Antikérpers nicht oder 
nur in ganz untergeordnetem Grade erfolgt, wahrend Menschen- 
eiweiB schnell und fest gebunden wird. Wir halten es dagegen 
fiir unwahrscheinlich, daB diese Bindung im allgemeinen 
irgendwelchen unspezifischen Einzelgruppen zuzuschreiben ist; 
derartige Fille kommen vor, sind aber, wie die Erfahrung zeigt, 
entschieden die Ausnahme. 

Die Annahme, daB bei der Antigenantikérperreaktion ein rascher 
Abbau stattfindet und daB hierbei jeweils spezifische Abbauprodukte 
entstehen, die die Reaktion auslésen, ware ganz unhaltbar. Denn ab- 
gesehen davon, daB bei diesen Reaktionen keine Zunahme, sondern in 
der Regel eine deutliche Abnahme der niederen und hodheren Spalt- 
stiicke (an der Zahl der mit Ninhydrin reagierenden Gruppen gemessen) 
stattfindet, somit keinerlei Abbau nachweisbar ist, so wiirden Abbau- 
produkte auch unméglich eine Fallung, sondern eher eine Dispersitats- 
erhéhung von EiweiB bewirken. AuBerdem verliert EiweiB, wenn es 
aufgespalten wird, sehr rasch sein artspezifisches Geprige und wird da- 
durch zu spezifischen Reaktionen ungeeignet. Es mu8 daher die er- 
wihnte Reaktion auf das EiweiB selbst bezogen werden; sie verlangt, 
da8 wir auch hier der Spezifitét eine offen ausgebreitete Struktur zu- 
grunde legen. 

Unsere Ausfiihrungen diirften dazu beitragen, die Vor- 
stellungen vom Bau des Eiweibes weiter zu kliren und uns 
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das Verhalten der Eiweibteilchen unter physiologischen und 
pathologischen Verhiltnissen (Immunitit) verstandlicher zu 
machen. Auch hoffen wir die bei der Synthese (Wachstum) 
und beim Abbau (Autolyse, Verdauung usw.) sich abspielen- 
den Vorgiinge einem bessern Verstandnis zugefiihrt und nament- 
lich die Wirkungsweise der proteolytischen Fermente 
weiter aufgeklirt zu haben. SchlieBlich diirften die hier ent- 
wickelten Vorstellungen uns auch dem Verstandnis eines der 
anziehendsten biochemischen Probleme, der Vererbung, etwas 
niher bringen. Wir sehen, da8 und warum die genaue Uber- 
tragung der im elterlichen Eiweif gegebenen Strukturen eine 
chemische Notwendigkeit ist. Die Tatsache, daB es erbliche 
Eigenschaften gibt, die selbstverstandlich nirgends anders als 
im Chemismus der Zellen begriindet sein kénnen, verlangt ja 
ebenfalls die Annahme spezifisch gebauter und ebenso spezifisch 
vermehrungsfahiger Elemente, wie wir sie allgemein fiir das 
<iweiB postulieren. Jeder Erbeinheit eines Chromosoms ent- 
spricht wohl eine besondere Elementarscheibenrolle, die sich 
in der beschriebenen Weise vergréSert und im Laufe der Ent- 
wicklung des Eies nach rein chemisch-mechanistischen Gesetzen 
weiter wichst, wobei sie allmaihlich unter dem EinfluB8 der 
Umgebung modifiziert werden kann. 

Dasselbe Gesetz ist es auch, welches das zihe Festhalten der 
Arteigenschaften erklairt und zugleich begreiflich macht, warum 
eine Generatio spontanea so selten ist, wihrend doch fort- 
wahrend so groBe Mengen Eiwei8 in allen Lebewesen und 
unter den verschiedensten duBeren Bedingungen synthetisiert 
werden. Ist einmal das Modell vorhanden, so ist eben die 
immer neue Wiederholung desselben (unter allmahlichen, ent- 
wicklungsgeschichtlich verstandlichen Abanderungen) und damit 
die endlose Vermehrung des EiweiBes und der Tier- und 
Pflanzenarten ein leichtes; wogegen der erste Aufbau so hoch 
zusammengesetzter Verbindungen jedenfalls ein sehr lang- 
wieriger und von den duBeren Bedingungen viel mehr beein- 
fluBter Vorgang war. Es braucht aber kaum_ hervorgehoben 
zu werden, daB diese erste Entstehung von Eiweif und damit 
des Lebens, die friiheren Generationen so viel Kopfzerbrechen 
verursacht und selbst die Philosophie bemiiht hat, ein Problem 
ist, das dem chemischen Verstindnis keine untiberwindlichen 
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Schwierigkeiten bereitet. Diese Synthese entspricht ja der den 
C-Verbindungen eigenen Neigung zu immer weiter gehender 
Zusammenlagerung und beruht auf den reichlichen Neben- 
valenzen, die diese Stoffgruppe auszeichnet. Die Entstehung so 
umfangreicher Verbindungen, wie sie uns im Eiwei8 vorliegen, 
war somit die natiirliche Folge der den C-Verbindungen eigenen 
chemischen Moglichkeiten. 


Zusammenfassung. 


Verschiedene biologische Tatsachen, vor allem diejenige 
des artspezifischen Baues des Eiweifes, fiihren zu der Annahme, 
daB die EiweiBteilchen aus lautermolekularenSchichten 
von genau gleicher Zusammensetzung (,Elementar- 
scheiben“) zusammengesetzt sein miissen. Diese Vorstellung 
wird vom chemischen Standpunkt aus naher erértert und ihre 
Verwendbarkeit bei der Theorie der Immunitats- und Ver- 
erbungserscheinungen diskutiert. AuBerdem wird versucht, 
den Vorgang der EiweiBsynthese, sowie die Bedeutung und 
Wirkungsweise der Abbauprodukte bei der Aufspaltung des 
EiweiBes naher aufzuklaren. 



































Untersuchungen iiber physikalische Zustandsinderungen 
der Kolloide. XXII. 


Zur allgemeinen Chemie der Caseinate. II. 


Von 
Wolfgang Pauli und Johann Matula, 


(Aus dem Laboratorium fiir physikalisch-chemische Biologie der Uni- 
versitat Wien.) 


(Hingegangen am 25. August 1919.) 
Mit 4 Figuren im Text. 


Das Casein ist der Reprisentant einer Gruppe von Eiweib- 
k6érpern, die durch gewisse Merkmale enger aneinandergeschlossen 
sind. Als solche Merkmale waren hervorzuheben: Der lyophobe 
Zustand der Neutralteilchen und die damit zusammenhingende 
praktische Unléslichkeit in Wasser, dagegen gute Léslichkeit 
der Salze mit starker Hydratation der EiweiBionen, das starke 
Uberwiegen des sauren iiber den basischen Charakter [K, > K,] 
und davon wieder abhingig das besonders ausgepriigte Bin- 
dungsvermégen fiir Laugen. Zu dieser Gruppe gehéren vor 
allem die Caseine, Globuline, Fibrine, ferner das hitzekoagu- 
lierte Albumin und das sogenannte Acidalbumin. Es sind also 
entweder denaturierte Proteinkérper oder jedenfalls solche, bei 
denen infolge ihres lyophoben Charakters ein natiirliches Vor- 
kommen als reine Polyaminosaure nicht zu erwarten ist. Die 
angedeuteten Zusammenhinge machen es verstandlich, daB jeder 
Fortschritt in der allgemeinen Chemie eines Korpers dieser 
Reihe iiber den Einzelfall hinausgreift, und so diirften auch die 
folgenden Versuche und Betrachtungen iiber die allgemeine Che- 
mie der Caseinate zu weiteren Anwendungen fiihren. 
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Fiir ihre grundlegende physikalisch-chemische Untersuchung 
der Caseinate sind Laqueur und Sackur’) von der Feststellung 
ausgegangen, daB sich mittels Titration von Casein mit Natron- 
lauge unter Anwendung von Phenolphthalein beim Verhiltnis 
von 1g Trockencasein auf 0,881 (rund 0,9) Millimol Natrium- 
hydroxyd ein neutrales Salz scharf abgrenzen léBt. Aus diesem 
Verhiltnisse wiirde sich das Aquivalentgewicht des Caseins 
zu 1135 ergeben. 

Bekanntlich entspricht der Umschlag des Phenolphthaleins 
einer Hydroxylionenkonzentration von iiber 10~*, wihrend die 
wahre Neutralitait entsprechend der H’ oder OH’-Konzentration 
des Wassers bei 20° Cy = 10778 — 9,28.10-§ zu setzen ist. 
Wir sind nun von den anorganischen Saiuren her gewohnt, bei 
der Titration mit Phenolphthalein gegen starke Laugen die 
Neutralitaét im Umschlagspunkt dieses Indicators anzunehmen, 
weil in diesem Falle schon Zusiatze auBerster Spuren von Lauge 
oder Siure die Verschiebung zwischen 10~* und 107? OH’ be- 
wirken. Es hat sich jedoch bei naherer Untersuchung gezeigt, 
daB beim Casein besondere Umstiinde die Neutralisation kom- 
plizieren. Das mittels Titration gegen Phenolphthalein ge- 
wonnene ,,neutrale‘ Natriumcaseinat vermag namlich noch 
ganz betriachtliche Mengen Casein aufzunehmen, so dai in 
100 cem 0,01 n-NaOH rund 2g Casein (Trockengewicht) bei 
langerem Schiitteln und 20° in Lésung gehen. Die Lésung 
hat wohl ein triib-opalescentes Aussehen, ist jedoch durchaus 
stabil und in der Zusammensetzung geniigend reproduzierbar. 
Eine derartige caseingesittigte Losung kann nun fortschreitend 
mit Lauge derselben Konzentration verdiinnt werden, wobei 
man schlieBlich auch den Neutralpunkt gegen Phenolphthalein 
passiert. Elektrometrische Bestimmungen der H’-Konzentration 
einer solchen Reihe Lésungen verschiedener Caseinproben bringt 
die folgende Tabelle I. 

Aus diesen Messungen ergibt sich, daB, waihrend 1 g Casein 
die Reaktion von 100 ccm 0,01 n-NaOH auf die GréBenordnung 
10-® OH, also um fast 4 Zehnerpotenzen herabsetzt, ein weiteres 
Gramm Casein die Reaktion dieser Lésung nur unbedeutend 


*) Beitriige z. chem. Physiol. u. Pathol. 3, 193, 1903. 
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Tabelle I. 
Messungen bei 29°, Laugengehalt iiberall 0,01 n. 

















Casein °/, PH Cy bzw. Coy 
1,92 6,308 4,92.10-? nH 
0,82 7,964 7,92.10-? nOH 
2.01 6,387 4,00.10-? nH 
1,33 7,143 1,20.10-? nOH 
1,01 7,771 5,10.10-? n OH 
0,905 7,294 1,70.10-? nOH 


(*/, Zehnerpotenz) iiber den strengen Neutralpunkt nach der 
sauren Seite riickt. In beiden Lésungen liegt also die Reaktion 
nahe dem Neutralpunkt. So bleiben in 100 cem einer 1°/,igen 
Caseinlésung in 0,01 n-NaOH ca. 4,10~* g mol Natriumhydroxyd 
frei, entsprechend etwa dem 100. Teil der in einem Tropfen 
n/ oLauge enthaltenen Menge. Unter diesen Verhiltnissen kann 
davon keine Rede sein, daB die gerade mittels der Phenol- 
phthaleintitration bestimmte Aquivalenz von Casein und Lauge 
das wahre Verbindungsgewicht des Caseins zum Ausdruck bringen 
mu, wie Laqueur und Sackur angenommen haben. 

Es erhebt sich nun die Frage nach der physikalisch-che- 
mischen Konstitution der aus Casein und Lauge entstehenden 
Caseinate von anscheinend stetig variabler Zusammensetzung. 

In dieser Richtung gaben uns Untersuchungen der elek- 
trischen Leitfahigkeiten interessante Aufschliisse. 

Bereits Laqueur und Sackur haben sehr sorgfiltige Be- 
stimmungen der Leitfaihigkeit ihres mittels Titration gegen 
Phenolphthalein gewonnenen ,neutralen“ Caseinats ausgefiihrt. 
In der Verwertung ihrer Ergebnisse haben diese Autoren eine 
besondere Zuriickhaltung geiibt, die sich auf zwei Annahmen 
derselben zuriickfiihren laBt, erstens die einer starken hydro- 
lytischen Dissoziation des Caseinats und zweitens einer auBer- 
ordentlich geringen Beweglichkeit des Caseinations. Wir haben 
uns jedoch iiberzeugt, daB sowohl die Ausgangslésungen (s. Ta- 
belle I) als auch ihre Verdiinnungen bis auf das 16fache einen 
so minimalen Gehalt an [freien H-Ionen (iiber die Neutralitat) oder] 
OH-Ionen liefern’), daB eine merkliche Korrektur der Leitfihig- 


1) Daraus geht jedoch nicht hervor, daB8 die hydrolytische Disso- 
ziation des Caseinats unter allen Umstinden bedeutungslos ist. Das 
zeigt sich sofort, sobald dieser Vorgang zu einem fortlaufenden dynamischen 
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keit daraus nicht hervorgeht. Damit ist erst die Méglichkeit 
gegeben, die Leitfaihigkeit der Caseinate auch in den héchsten 
Verdiinnungen als vollstaindig analog der bei typischen Neutral- 
salzen in Rechnung zu ziehen. 

Zunachst seien die von Laqueur und Sackur ermittelten, 
seinerzeit schon von uns zum Teil reproduzierten Werte der 
aquivalenten Leitfahigkeit fiir Natrium- und Ammoniumcaseinat 
mit einigen Ergainzungen hierher gesetzt. 


Tabelle II. 
Natriumcaseinat. 


x =spez. Leitfahigkeit, 21— aquivalente Leitfahigkeit, V — Liter Ver- 
diinnung pro Grammiquivalent, * Zeichen fiir extrapolierte Werte, 
a= Dissoziationsgrad. t = 25°. 

















Casein °/, x V A | a 
2,84 116,0.10-5 40 46,5 0,58 
1,42 64,1.10-5 80 51,3 0,64 
0,71 35,1.10-5 160 56,2 0,70 
0,355 19,7.10-° 320 63,0 0,79 
0,1775 10,9.10-° 640 69,5 0,86 

— _ co *81,0 1,00 


Tabelle III. 


Ammoniumeaseinat. (Fig. 1, Kurve I) 




















Casein °/, | x | V A a 
2,04 107,0.10-° 55,6 59,6 0,59 
1,02 59,0.10-5 111,2 65,6 0,65 
0,51 32,1.10-5 222,4 71,4 0,71 
0,26 17,3.10-5 | 445,0 77,2 0,77 
0,13 9,6.10-5 890,0 85,3 0,85 

= — oo *104,0 1,00 


Es steht nach unseren elektrometrischen Feststellungen 
nichts im Wege, die 4,-Werte auf 4. zu extrapolieren, wie 
dies in den balsishenden Kurven (Fig. 1) geschehen ist. So er- 
gibt sich (41,81 fiir das Natriumcaseinat, 42,104 fir 
Ammoniumcaseinat, da ferner US’ = 50,9 und 11, Uy, + Vi, 
wiirde also fiir das Caseination V,,, = 30,1 resultieren. Die 
wird wie bei der Dialyse des Caseinats, die schlieBlich zur Entstehung 
eines Caseinniederschlags fiihrt. Dies ist auch der Grund, weshalb sich 
osmometrische Messungen am Caseinat gegen Wasser nicht ausfiihren lieBen. 
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Differenz 12, — A, = Onn, — Ux, == 23, wahrend nach den 
besten Messungen UN}, — UY, = 23,5 betriigt. 

Die Ubereinstimmung ist demnach eine iiberaus_befrie- 
digende, und wir diirfen sie neben einigen friiher’) beige- 
brachten Argumenten als einen sicheren Beweis dafiir ansehen, 
daB die Caseinate typische Alkalisalze von normaler Ionisation 
in freie Metallionen und Proteinionen darstellen. Die Beweg- 
lichkeit der Caseinionen stellt sich in Einheiten der Aquivalent- 
leitfahigkeit auf rund 30. Diese Feststellung ist von Bedeutung 
fiir die Frage der Wertigkeitsbestimmung des Caseinations aus 
der Leitfaihigkeitskurve. 

Bekanntlich haben Ostwald?) und Walden gezeigt, daB 
die Abnahme der iquivalenten Leitfihigkeit fiir steigende Kon- 
zentration der Neutralsalze mehrbasischer Siuren um so stirker 
erfolgt, je héher die Wertigkeit des Anions ist. Eine einfache, 
in zahlreichen Versuchen mit bemerkenswerter Genauigkeit er- 
hartete Regel Ostwalds fiir die Natriumsalze mehrbasischer 
Sauren besagt, daB 1,,., — 44, = 10.n ist, worin n die Wertig- 
keit, und die Indizes von 4 die Literverdiinnung pro Gramm- 
aquivalent bedeuten. Fiir unser Natriumcaseinat berechnet sich 

Arora — 4eg = 74 — 44,8 = 29,2 = 9,73 < 3, 
also eine Dreiwertigkeit des Caseinations. 

Laqueur und Sackur haben die Anwendbarkeit der Ost- 
waldschen Regel fiir das Caseinat bezweifelt, da die GréBen- 
ordnung der Beweglichkeit des Caseinations zu weit von der 
des Natriumions abweiche. Diese Ansicht haingt wohl mit dem 
MiBtrauen gegen die j-Werte in hohen Verdiinnungen infolge 
der vermuteten starken hydrolytischen Dissoziation zusammen. 
Mit unserem Nachweise ihrer praktischen Unmerklichkeit ent- 
fallt dieser Einwand. Die Differenz der Beweglichkeiten von 
Natrium- und Caseination ist nicht gréBer als die zwischen 
jenem und etwa dem Pyridintetracarbonsiureion, fiir welches 
die Ostwaldsche Regel genau zutrifft. Diese gilt ja bei noch 
groBeren Unterschieden wie z. B. beim fiinfwertigen Anion der 
Pyridinpentacarbonséure. Der von Laqueur und Sackur 
unternommene Versuch aus der relativen Leitfihigkeitsabnahme 


1) Pauli, diese Zeitschr..70, 489, 1915. 
*) Zeitschr. f. physikal. Chem. 2, 901, 1888. 
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in héheren Konzentrationen die Wertigkeit zu entnehmen, 
scheitert an der in diesem Bereiche nicht geniigend scharfen 
Charakteristik der Leitfaihigkeitskurve durch die einfache Formel 
der Autoren. 

Auch die von Bodliinder und Storbeck’) angegebene 
Regel, nach der die Dissoziation eines n-+-lionigen Salzes 
der n*" Potenz eines 1-+-1lionigen derselben Aquivalentkon- 
zentration gleich ist, gibt in unserem Falle fiir n= 3 befrie- 
digende Ubereinstimmung. 

Nach den Messungen G. Bredigs®) liegt der Wert fiir die 
Beweglichkeit dreiwertiger organischer Anionen bei 25° um 70. 
Damit verglichen erscheint wohl die Beweglichkeit des Caseinat- 
ions niedrig, was jedoch bei der hohen Atomzahl und der dazu- 
kommenden starken Hydratation nicht anders zu erwarten ist. 
Denn die von Bredig untersuchten dreiwertigen Anionen haben 
ein Aquivalentgewicht von rund 300/3, wahrend das des Caseinat- 
ions mindestens 10mal hoher anzusetzen ist. 


Es liegt nun nahe, den ermittelten Wert von A, in der 


4 


4 
<i nae i , V 
iblichen Weise zur Bestimmung von 7 =a mH verwenden. 
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Die Tabellen II und III enthalten die auf diese Weise 
gewonnenen Werte der Dissoziationsgrade, die keinerlei be- 
sondere Anomalien zeigen und in den héheren Konzentrationen 
wesentlich niedriger sind als bei biniren Elektrolyten mit ein- 
wertigen Ionen*). 





Die Dissoziationskurven fiir Na- und NH,-Caseinat liegen 
nahe beieinander, die des Ammoniumsalzes etwas unterhalb 
der des Natriumcaseinats. Vergleicht man die aquivalenten 


1) Zeitschr. f. anorgan. Chem. 39, 201, 1994. 

*) Zeitschr. f. physikal. Chem. 15, 191, 1894. 

*) In unserer letzten Mitteilung (diese Zeitschr. 70, 489, 1915) 
haben wir noch die Dissoziation der Cascinate héher eingeschitzt und 
den Vergleich mit aquivalenten Konzentrationen binarer Alkalisalze fir 
zulassig gehalten. Die aus diesem Vergleich gefolgerten Werte fiir die 
Beweglichkeit der Caseinationen und die angeschlossenen Betrachtungen 
sind deshalb durch die in dieser Abhandlung gegebenen zu ersetzen. 
Die seinerzeit gezogenen allgemeinen Schfiisse auf den Bau der Caseinate 
bleiben unberiihrt. 
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Konzentrationen von Na- und NH,-Caseinat 4% und 1’,, so 
gilt bei Gleichsetzung der nahen Werte von « 


=a (Uy, +V,,,) und 44=a (Uy, + V,,, ): 


Cas NH, ! Cas. 
woraus 
AV — 4, =a (x5, — Ux) 
Es werden also die Differenzen der aquivalenten Leitfahig- 
keiten beider Caseinate mit der Verdiinnung zunehmen, wie 


dies in einer friiher (I. c.) mitgeteilten Tabelle der Fall ist. 


II. 


Gegen die bisherigen Ausfiihrungen iiber die Beweglichkeit 
und Wertigkeit des Caseinations kénnte mit Recht der Ein- 
wand erhoben werden, daB trotz der elektrometrisch sicher- 
gestellten Abwesenheit stérender Mengen anderer lonenarten 
als der eines Natriumcaseinats doch kein definiertes Salz vor- 
liegt, da es infolge seiner Aufnahmefahigkeit fiir betraichtliche 
Mengen Casein eine Reihe von Verbindungen des Caseins in 
Laugen geben miisse. Es war daher zunichst der EinfluB des 
wechselnden Caseingehalts auf den Gang der aiquivalenten Leit- 
fihigkeit einer Priifung zu unterziehen. 

Unser nach Hammarsten dargestelltes Casein, an dem 1913 bis 
1914 eine Reihe von Messungen ausgefiihrt worden war, erwies sich im 
Winter 1919 als merklich zersetzt, indem es, mit Wasser aufgeschwemmt, 
eine erhebliche Leitfihigkeit und einen leichten Geruch nach Aminen 
anzeigte. Durch ausgiebige Elektrodialyse, wobei in der Kathoden- 
kammer Amingeruch und starke alkalische Reaktion auftrat, konnte es 
vollstindig gereinigt werden. Das im Vakuum iiber Schwefelsiure ge- 
trocknete Pulver war nun vollstindig geruchlos, seine Aufschwemmung 
in Wasser ergab unverinderte Leitfahigkeit desselben und die damit 
hergestellten Caseinate zeigten die von Laqueur und Sackur und 
von uns friiher ermittelten Werte der elektrischen Leitfahigkeit. 

In den folgenden Tabellen sind die aquivalenten Leitfaihig- 
keiten einer maximal mit Casein bei 20° gesittigten Lésung 
in 0,03 normaler Lauge (IV) und ebenso nach Verdiinnung (V) 
dieser Stammlésung mit der gleichen Menge derselben Natron- 
lauge wiedergegeben. Die Lésung der Tabelle V steht in ihrer 
Zusammensetzung dem ,,neutralen“ Caseinat von Laqueur 
und Sackur sehr nahe, und die Leitfahigkeitskurve derselben 
deckt sich auch praktisch vollkommen mit der des Natrium- 
caseinats dieser Autoren. 








i 
HM 
4 

Ee 

Ba 
$ 

a 

F 

i 

Mg 

br 

ie 
iy 

i 

* 

& 

% 
bi 


226 W. Pauli und J. Matula: 


Tabelle IV. (Fig. 1, Kurve IL) 
t=25° Cy=4,92.10-”, 

















Casein °/9 | x | V vl 
5,76 _ 33,3 40,7* 
1,92 50,6.10-° 100 50,6 
0,96 27,7.10-5 200 55,4 
0,48 14,9.10-5 400 59,6 
0,24 8,4.10~-5 800 67,2 
0,12 4,6.10-5 1600 73,6 

-— _ oo 79,0 











Tabelle V. (Fig. 1, Kurve III). 















































t= 25°, 
Casein), x | V | A 
2,88 — 33,3 44,1* 
0,96 52,7. 10-§ 100 52,7 
0,48 36,710-* 200 57,4 
0,24 15,7.10-5 400 62,8 
0,12 9,0.10-5 800 72,0 
0,06 4,9.10-5 1600 78,4 
_ _— e<) 83—84 
710 
| Sass | 
100} +++ 4 
0 | 
| | | 
90 some ae 
os hoe 
sob \t— | 
A nt | 
oN 3S We. * MERSIN 
7 | 
60 IN, seit } ate a...” OR 
50 ae it ccicsathesapiebeecilies am 
| a ~ Soa 
| wag 
40 r A 
ib 400 i i -_— $ 3B 
Fig. 1. 


Die Versuche zeigen, da8 die Leitfihigkeitskurven des 
maximal und des halb mit Casein gesattigten Caseinates parallel 
verlaufen, die erste unterhalb der letzteren. Das j/,, des ge- 


* Dieses Zeichen bedeutet, daB die Werte fiir diesen Caseingehalt 


aus der Tabelle VII intrapoliert sind. 





Ra ns 
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sittigten Caseinates gibt den Wert 79 entsprechend einer Ionen- 
beweglichkeit des EiweiBanteils von 28, wahrend das _ halb- 
gesittigte Caseinat 1, — 83 bis 84 entsprechend einem Veaseinat 
== 32,5 liefert. Die Herabsetzung der Beweglichkeit betragt 
im ersteren Falle rund 14°F. 


Ferner zeigt die tibereinstimmende Kurvenform, daB der 
Gang der Dissoziation mit der Verdiinnung vom Caseingehalt 
unabhingig ist, und demgema&B ist auch bei héchster Casein- 
aufnahme die Differenz 4, ., — 4g, == 3 < 10,1 in genauer Uber- 
einstimmung mit der sich bei halbem Caseingehalt ergebenden 
Dreiwertigkeit des Caseinations. 


Wir miissen somit als wichtiges Ergebnis festhalten, daB 
bei Sattigung eines im gebrauchlichen Sinne neutralen Caseinats 
mit Casein, wobei dessen Gehalt an Protein auf das Doppelte 
ansteigt, eine nur maBige Abnahme der dquivalenten Leit- 
fahigkeit und somit der Beweglichkeit des Caseinations 
erfolgt, und daB ferner dessen Wertigkeit dabei unver- 
aindert bleibt. Diese beiden Erscheinungen haingen offenbar 
innig zusammen. 


Man koénnte als nichstliegende Annahme bei Verdopplung 
des Caseingehaltes in der gleichen Menge Lauge ohne nennens- 
werte Entfernung von der neutralen Reaktion, also bei Ent- 
stehung eines neutralen Caseinats von dem doppelten Aquivalent- 
gewicht des Caseins an eine Anderung der Wertigkeit des 
Caseinations denken, wobei z. B. ein sechswertiges EiweiBion 
in ein dreiwertiges tibergehen wiirde. Wenn jedoch dieselbe 
Menge Casein nur die halbe Anzahl Ladungen tragt, dann 
miiBte infolge der Verdopplung der Oberfliche. und Erhéhung 
der Reibung fiir den Transport der gleichen Elektrizitiitsmenge 
ein gewaltiger Abfall der aquivalenten Ionenleitfaihigkeit re- 
sultieren. 


So sehen wir auch bei verschiedenwertigen Ionen, die sich 
nur um ein H-Atom, also nur sehr wenig in der Masse unter- 
scheiden, mit fallender Wertigkeit einen nahezu proportionalen 
Abfall der Wanderungsgeschwindigkeit. Nach Abbot und 
Bray’) betrigt diese bei 18° fiir 


1) Journ. Amer. Chem. Soo, 31, 729, 1909. 
Biochemische Zeitschrift Band 99. 16 
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PO” = 69,0 P,0”” = 81,4 
HPO? = 53,4 HP,” = 59,7 
H,PO’, = 26,4 H,P,0” = 41,6 


Nach Wegscheider’) hat sich beim Vergleich der Aqui- 
valenten Leitfahigkeiten zwei- und einwertiger Ionen von iden- 
tischer Atomzahl wohl unter dem Einflusse die Ladungsinde- 
rung begleitender Anderungen des Ionenvolums oder der 
Hydratation nicht genau das Verhiltnis 2 sondern nur 1,8 
ergeben. Selbst wenn man eine Verringerung dieses Verhiltnisses 
fiir héhere Wertigkeiten in Betracht ziehen will, so darf man 
doch die von uns gefundene Abnahme der Beweglichkeit des 
Caseinations von 14°/, fiir einen Wertigkeitsabfall auf die 
Hialfte als 4- bis 5mal zu klein ansehen. 

Da8 jedoch eine wirkliche WertigkeitserhOhung des Caseinat- 
ions von einem ganz auBerordentlichen Anstieg der aquivalen- 
ten Ionenleitfaihigkeit begleitet ist, das lehren auch direkte 
Versuche. Wie bei allen bisher untersuchten EiweiSkorpern 
ist naémlich auch beim Casein die Laugenbindung nicht mit dem 
Zusatz bis zur neutralen Reaktion abgeschlossen, sondern geht 
im Uberschu8 der Lauge bis zu einem nicht iiberschreitbaren 
Maximum weiter. Die folgende, vor etwa 6 Jahren von Pauli 
und Kryz ausgefiihrte Versuchsreihe*) belehrt iiber diese Ver- 
haltnisse. 


Tabelle VI. (Fig. 2.) 


Stammlésung 4,5 g Trockencasein auf 500 cem 0,01 n-NaOH, elektro- 
metrische Bestimmungen einige Stunden nach der Mischung. 


























0,45°/, Casein 0,225°/, Casein ~ 0,1125°, Casein 
n-NaOH n-NaOH n-Na0H 
zugesetzt | gebunden | zugesetzt | gebunden | zugesetzt | gebunden 
0,025 0,0124 os ~ oie Tas 
0,045 0,0189 0,0425 0,0085 0,04125 0,00425 
0,065 0,0257 0,0625 0,011 0,06125 0,0047 
0,085 0,0307 0,0825 0,0139 0,08125 0,0051 
0,105 0,0376 0,1025 0,0167 0,10125 0,0064 
0,125 | 0,041 _ — 0,12125 0,00778 
1) Monatsh. f. Chem. 23, 608, 1902. ° 


*) Die Werte bei den héchsten Laugenkonzentrationen sind nicht 
mehr ganz sicher. Die Versuche waren bisher unveréffentlicht. 
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Die angefiihrten Tabellen und Kurven zeigen, da fort- 
gesetzter Laugenzusatz zur ErschlieBung immer neuer saurer 
Valenzen des Caseins fiihrt, so da®B schlieBlich auf 1 g Casein 
8 Millimol Natriumhydroxyd und mehr entfallen kénnen. Dies 
wiirde eine Wertigkeit des Caseinations von 24 und vielleicht 
dariiber bedeuten, was durchaus nicht dem zu erwartenden 
Molekulargewicht und der daraus sich ergebenden Anzahl im 
Molekiil verbundener Aminoséuren widersprechen wiirde. 

Dieser Vorgang der Aufdeckung neuer saurer Valenzen 
hat einen merklichen zeitlichen Charakter, erkennbar an dem 
allmihlichen Anstieg der Laugenbindung, die wohl zum gréBten 
Teil sofort — genauer innerhalb der zur Messung der H-Ionen 
erforderlichen Zeit — vollzogen erscheint, aber eine deutliche 
zeitliche Erhéhung’) erfaihrt. Dies zeigt z. B. die folgende Mes- 
sungsreihe. 

Tabelle VII. 


E = elektromotor. Kraft, die Lésung in der Elektrode stehen gelassen 

















elastase rT eT | eit 
0,0098 sofort 0.9307 | 11,144 0,00877 
+ 0,459), Casein 188 | 0.9065 | 10,728 | 0.00941 
0,025 sofort | 0,9917 | 12,189 0,0124 
+ 0,45°), Casein 20 | 0,9883 | 12,130 0,0140 
0,0825 sofort | 1,0272 | 12,804 0,0275 
+ 0,259), Casein 14% 10134 | 12,566 | 0,0507 
0,125 sofort | 1,037 12,973 | 0.0402 
+0,45°/, Casein] 14" | 1,0383 | 12,909 | 0,0518 


*) Beim Stehenlassen in der Elektrode wird die Zunahme der Bin- 
dung ausgiebiger wie beim Stehen im Glaskolben. Vielleicht liegt hier 
eine katalytische Wirkung des Platinmoors vor. 

16* 











230 W. Pauli und J. Matula: 


Nach dem im weiten Bereiche linearen Gange der Laugen- 
bindung an Casein erfolgt hier anscheinend die Offnung saurer 
Bindungen in proportionalem AusmaBe mit steigendem Laugen- 
zusatz. — Die nahere Betrachtung der Kurve der Laugen- 
bindung an Casein zeigt, da% zunichst ein Anfangsstiick unter 
45° verlauft, entsprechend der kompletten Bindung der zu- 
gesetzten Lauge. In diesem Bereich bleibt die Reaktion zu- 
mindest im Anfangsteil nahezu unverandert neutral. Uber- 
schreiten dieser Zone fihrt zu einem linearen Aufstieg mit 
einer Richtungskonstante <1, so daB man eine knickartige 
Biegung der Kurve zwischen den zwei Zonen wahrnehmen kann, 
die auf eine Anderung des Charakters der Laugenbindung an 
das Casein hinweist. 

Diese Verhiltnisse werden durch die folgende Versuchs- 
anordnung noch deutlicher. Versetzt man eine maximal mit 
Casein gesattigte Lauge (rund 2 g Trockencasein auf 1 Milli- 
mol Natriumhydroxyd enthaltend) fortschreitend mit steigenden 
Mengen der gleichen Laugenkonzentration, so bleibt man bis 
zur Verdiinnung auf die Hilfte, zunaichst in einem Bereiche, 
der durch eine nahe neutrale Konzentration an OH-Ionen 
charakterisiert ist. Bei Erhéhung des Laugenzusatzes mu8 nun 
ein Ubergang in das eben beschriebene Gebiet der weiteren 
ErschlieBung saurer Valenzen stattfinden und es 1éBt sich leicht 
feststellen, ob dieser Anderung ein besonderes Verhalten der 
aquivalenten Leitfahigkeit entspricht. Selbstredend ist auf eine 
etwaige Verschiebung im OH-Ionengehalt Riicksicht zu nehmen. 


Tabelle VIIL (Fig. 3.) 
7,5 g lufttrockenes Casein 14 Stunden bei 20° mit 100 cem 0,03 n-NaOH 
geschiittelt abzentrifugiert, gibt etwas triibe Lésung von 6,31°/, Trocken- 
casein, fortschreitend mit 0,03 n-NaOH verdiinnt, spez. Leitfahigkeit des 




















Wassers 8,10~-°. 
ay Relative 
Casein °/y Konzentration . A 
6,31 1,00 118,3.10-5 39,2 
5,048 0,80 125,7.10-5 41,0 
4,203 0,66 128,8.10-5 42,7 
8,603 0,57 129,9.10-5 43,0 
8,155 0,5 131,5.10-5 43,6 
2,776 0,44 133,1.10-§ 44,1 
2,524 0,4 137,0.10-5 45,4 
2,106 0,33 144,9.10-5 48,2 
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Tabelle IX. (Fig. 4.) 


Casein 2,01°/, Trockengehalt in 100 com 0,01 n-NaOH fortlaufend {mit 
0,01 n-NaOH versetzt. 




















; Relati Pant: 
Casein “le | conmentration| + | Pa | Cn bew. Con 
| | 
2,01 1,00 52,6 | 6,396 | 4,10-?.n-H 
1,33 0,66 54,1 | 691 | 1,2-?.n-OH 
1,00 0,5 | 54,6 | 7,771 | 5,1-?.n-OH 
0,90 0,45 | 56,4 (55,944)) | 8,3 | 1,7.10-° 
0,80° 0,4 | 60,8 [59,76")} | 9,698 |  2,0.10-5 
0,50 0,25 | 78,6 oe’ 
60 


56 


5Y 


—> » 


52 





Aonzentration —> 
Fig. 4. 


Aus den Versuchen, und noch anschaulicher aus den zu- 
gehorigen Kurven ist zu entnehmen, da8 die aquivalente Leit- 
fahigkeit des maximal mit Casein gesittigten Caseinats bis zur 
Verdiinnung mit der gleichen Lauge auf die Hialfte nur al!- 





) Die eingeklammerten 4-Werte sind mit Riicksicht auf das freie 
NaOH korrigiert. 
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mihlich ansteigt, wobei sich dieser Anstieg mit dem wachsenden 
Laugenzusatz merklich verringert. Weitere Zugabe von Lauge 
bewirkt nun eine jahe und rasche Zunahme der Aquivalenten 
Leitfahigkeit in einem Bereiche, wo das Anwachsen der freien 
OH-Ionen noch gar keine oder nur eine wenig merkliche Kor- 
rektion von 4 bewirkt. 

Diese Erscheinung tritt auf, sobald sich die Konzentration 
der freien OH-Ionen der GréBenordnung n-10~° néhert*) und 
die fortschreitende Laugenbindung eine Erhéhung der Wertig- 
keit des Caseinations erwarten liBt. Der Anstieg der 4-Werte 
ist ein so jaher, daB er durch eine fast knickartige Richtungs- 
anderung der Kurve zum Ausdruck kommt, ein Anzeichen, da 
nun ein neuer Umstand fiir den Wert der dquivalenten Leit- 
fahigkeit bestimmend wird. DaB dieser Umstand nicht eine 
plétzliche Steigerung des Dissoziationsgrades sein diirfte, welcher 
bei einer Wertigkeitserhdhung oder infolge einer Uberschub- 
wirkung des Natriumhydroxyds auf das gemeinionige Natrium- 
caseinat nur kleiner werden kénnte, darf nach allen bisherigen 
Erfahrungen wohl angenommen werden. Dagegen wissen wir 
einerseits aus den Leitfihigkeitskurven (Tab. IV, V, Fig. 1), daB 
die Wertigkeit bis zu dem unserem Wendepunkte entsprechenden 
Verhaltnis von Casein zu Lauge konstant bleibt, andererseits 
spricht die elektrometrische Bindungskurve des Caseins fiir ein 
Ansteigen der Wertigkeit bei weiterem Laugenzusatz unter Akti- 
vierung saurer Valenzen. Vielfaltige Beobachtungen lehren 
aber, daB die Steigerung der Wertigkeit bei gleicher GréBe 
der Ionen eine starke Erhéhung der Ionenleitfaihigkeit zur 
Folge hat, und so sprechen alle Umstande dafiir, da8 der von 
uns nachgewiesene jaihe Anstieg der Aquivalentleitfihigkeit auf 
einer parallelen Erhéhung der Wertigkeit beruht und daB in 
dem neutralen Bereiche mit geringer Erhebung der Aquiva- 
lenten Leitfaihigkeit und konstanter Wertigkeit, ebenso wie in 
dem Gebiete fortgesetzter Laugenaufnahme durch Casein mit 
steilem Anstieg der Leitfahigkeit der gleiche gesetzmaBige Zu- 
sammenhang von Ionenleitfihigkeit und Wertigkeit zum Aus- 
drucke kommt, 

) Dieser Punkt kann sich bei den gewahlten GréBenmaBen in der 


Fig. 2 nicht auspriigen. Es entspricht fiir Kurve 1 einem Gehalt von 
0,005 n-Natronlauge. 
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ITT. 


Beim Versuche, die beschriebenen Erscheinungen dem Ver- 
stiindnisse naiher zu bringen, empfiehlt es sich, zwei Reaktions- 
zonen des Caseins mit Lauge auseinanderzuhalten. In der 
ersten bleibt bei Erhaltung einer praktisch neutralen Reaktion 
der Fliissigkeit die Wertigkeit des Caseinations konstant und 
die Ionenleitfahigkeit steigt nur maBig an, wihrend in der 
zweiten Reaktionszone — mit zunehmendem Laugengehalt iiber 
das Verhialtnis ein Milligrammaquivalent Natriumhydroxyd auf 
ein Gramm Casein — Leitfihigkeit und Wertigkeit des Caseinat- 
ions zunehmen und die freien OH-Ionen die GréSenordnung 
10~°.n iiberschreiten. 

Die Form der Leitfahigkeitskurve, die in der ersten Zone 
unabhingig vom Caseingehalt die Wertigkeit drei anzeigt, 
und die geringe Abnahme der dquivalenten Leitfahigkeit mit 
steigendem Caseinzusatz sprechen dafir, daB ein neutrales 
dreibasisches Caseinat existiert, das, ohne seine Wertigkeit 
zu andern, Casein aufzunehmen vermag. Die Bildung von sauren 
Salzen analog etwa den Phosphaten mit den Ionen PO’, HPO, 
und H,PO‘, kénnen wir ausschlieBen, da hierzu ein Wechsel 
der Wertigkeit erforderlich wire. Dagegen ist ohne weiteres 
denkbar, daB ein Salz Na,.Caseinat” noch eine gewisse Menge 
Casein als Molekiilverbindung addiert: Na,.Caseinat’”. [Casein]. 

Fiir solche komplexe Verbindungen geben Abegg und 
Bodlander’) die auf unseren Fall genau passende Definition: 
Komplexe Verbindungen sind solche, in denen einer der iono- 
genen Bestandteile eine Molekularverbindung aus einem einzeln 
existenzfihigen Ion (Einzelion) mit einem elektrisch neutralen 
Molekiil (Neutralteil) darstellt. Im Sinne der Anschauungen 
A. Werners”) wiirden diese Anlagerungsverbindungen durch 
ungesittigte Affinitiatsreste, der sogenannten Nebenvalenzen, 
vermittelt. DaB solche Nebenvalenzen saurer Natur am drei- 
wertigen Caseination anzunehmen sind, geht aus seiner weiteren 
Verbindungsfahigkeit mit Alkalien hervor, und ebenso ist vor- 
auszusetzen, daB seine basischen Valenzen, die der Reaktions- 





1) Zeitschr. f. anorg. Chem. 20, 453, 1899. 
*) Neuere Anschauungen auf dem Gebiete der anorg. Chem. F. Vie- 
weg, Braunschweig, 1913. 
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fahigkeit des Caseins mit Sauren zugrunde liegen, nicht restlos 
zuriickgedrangt sein werden. Ganz unzweifelhaft ist das Vor- 
handensein von sauren und basischen Valenzen in dem als 
»Neutralteil* funktionierenden zugefiigten Casein. Ein beson- 
deres Gewicht wire darauf zu legen, daB in unserem Falle 
die Bedingungen fiir eine doppelte, wechselseitige Absat- 
tigung von Valenzen (bzw. Nebenvalenzen) zwischen Casein und 
Caseination gegeben erscheinen. — Es wurde schon seinerzeit 
fiir die Ampholytreaktionen mit Eiwei8kérpern') wahrscheinlich 
gemacht, daB deren wechselseitige Verbindung durch eine ge- 
wisse Abstimmung der Basen- und Siurestirke begiinstigt wird. 
So kénnte das ahnliche Verhiltnis der Konstanten k, und k, 
im Caseinat und Casein die wechselseitige Reaktion férdern 
und eine hydrolytische Zerlegung hemmen. Gehen wir nun 
von dem caseingesittigten komplexen Salz Na, .(Caseinat)”.[Ca- 
sein] aus, so diirfen wir erwarten, daB es mit steigendem 
Laugenzusatz zunichst fortschreitend in das einfache Salz 
Na, .(Caseinat)” iibergefiihrt wird, indem der Neutralteil Casein 
die Umwandlung in das dreiwertige Caseination erfihrt. Der 
nicht hydratisierte Neutralteil Casein, der.mittels Nebenvalenzen 
an das stark hydratisierte Caseination gebunden ist, wird eine 
deutliche, aber immerhin nur maBige Herabsetzung von dessen 
Ionenleitfahigkeit bewirken. DemgemaB8 wird die Umwandlung 
des Neutralteils in das Caseination einen gewissen Anstieg der 
Leitfihigkeit zur Folge haben. — Sobald das gesamte Casein 
nur in ionogener Form vorhanden ist, kommt es, wie die Mes- 
sungen zeigen, mit weiterem Zusatz von Lauge zu einem An- 
steigen der freien OH-Ionen, welche die NeuerschlieBung von 
sauren Valenzen und eine weitere Aufnahme von Lauge durch 
das Casein einleiten. Damit ist eine Erhéhung der Wertigkeit 
und der jihe Anstieg der Leitfahigkeit gegeben. 

Unsere Betrachtungen setzen stillschweigend voraus, dab 
die fortgesetzte Aufnahme von Lauge durch das Casein ohne 
Anderung des Verbindungstypus, also im wesentlichen wie bei 
einfachen Aminosiuren erfolgt. Wir haben in der Tat allen 
Grund anzunehmen, da8 auch binnenstandige saure Valenzen 
bei EiweiBkérpern zu Gebote stehen, die den endstindigen 


*) H. Handovsky, diese Zeitschr. 25, 510, 1910, 
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Carboxylgruppen entsprechen. Es sind dies die Stellen der 
Peptidbindung, in denen es, wo diese Form nicht primar vor- 
handen ist, zur Umlagerung in die Enolform kommen kann. 
Auf diese Funktion der Peptidbindung 
—C—N— — —C=N— 

Ok OH 
hat zuerst T. B. Robertson hingewiesen, allerdings unter An- 
nahme einer vollig verschiedenen, heute wohl endgiiltig wider- 
legten Verbindungsform’). Der zeitliche Verlauf dieser Umlage- 
rung diirfte die Grundlage fiir den merklichen zeitlichen Cha- 
rakter der Laugenbindung bilden. 

Nimmt man die Gegend des Wendepunktes in der Kurve 
der Aquivalenten Leitfihigkeit bei steigendem Laugengehalt 
(Fig. 3, 4) als das Verhaltnis von Lauge zu Casein im dreibasi- 
schen Natriumcaseinat, so wiirde sich annahernd 1 g Casein 
auf 1 Millimol Natriumhydroxyd oder 1000 als Aquivalent 
und 3000 als Molekulargewicht des Caseins ergeben. Das 
Aquivalentgewicht wiirde sich damit nicht allzuweit von dem 
von Laqueur und Sackur angenommenen entfernen, wahrend 
das Molekulargewicht dem von Emil Fischer als wahrschein- 
lichen Grenzwert fiir reine Eiwei®k6rper angegebenen ent- 
sprechen kénnte, doch bedarf es noch neuer Wege zur Priifung 
dieses Wertes. 

Im Komplexsalz Na,.Caseinat’”.[Casein] wiirden nach un- 
seren Beobachtungen zwei Molekiile Casein, davon eines in 
ionogener Form der dreibasischen Saéure, verbunden sein. 

Die hier erérterten Typen der EiweiSsalzbildung diirften 
durchaus nicht vereinzelt sein. Wir haben Anhaltspunkte dafiir, 
daB ahnliche Verhiltnisse beim Globulin vorliegen, und nahezu 
abgeschlossene Versuche an unserem Institute von Dr. Adolph 
und Dr. Spiegel am Acidalbumin lassen auch hier manche 
verwandte Beziehungen erwarten. 





2) Vgl. Wo. Pauli u. M. Hirschfeld, diese Zeitschr. 62, 245, 1914, ° 
und friher K. Manabe u. J. Matula, ebenda 52, 369, 1913, fiir Siure- 
proteine; sowie Wo. Pauli, ebenda 70, 489, 1915, fiir Alkaliproteine. 
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und ungeniigend, aber fiir derartige Massenuntersuchungen im 
Felde kommen quantitative Methoden gar nicht in Frage. Die 
Autoren kamen hierbei zu den SchluBforschungen: 

1, Bei normalen Individuen ist die Chininausscheidung 
12 Stunden nach der Einverleibung von 0,5 g im wesentlichen 
bereits beendet. — Der Héhepunkt wird nach intravendéser 
Injektion nach */, Stunde, nach subcutaner Injektion nach 
2 Stunden, nach innerlicher Einverleibung zwischen der 2. und 
5. Stunde erreicht. 

2. Die Gesamtausscheidung nach subcutaner und intra- 
vendser Injektion scheint ungefaihr gleich hoch zu sein; nach 
innerlicher Ausscheidung ist sie geringer. 

3. Bei parenteral behandelten Individuen ist die Chinin- 
ausscheidung bei jedem Applikationsmodus wesentlich 
geringer als bei nicht vorbehandelten. Im Gegensatz 
zu den normalen Individuen ist sie am héchsten nach 
innerlicher Verabreichung. 

4. Die Chininausscheidung bei innerlich vorbehandelten 
Individuen ist den normalen gegeniiber zwar etwas verzégert, 
eim ganzen aber nicht herabgesetzt. — Eine Chiningewohnung 
wie wir sie nach parenteraler Einverleibung sehen, tritt nach 
innerlicher Verabreichung nicht ein. 

Léwenstein publizierte diese Arbeit erst, als er in einer 
zweiten Arbeit gemeinsam mit W. Kosian die Resultate der 
ersten Arbeit, gewichtsanalytisch kontrollieren konnte. In dieser 
Arbeit mit W. Kosian wurden Kaninchen intramuskulaér mit 
0,2 g salzsaurem-Chinin durch 30 Tage behandelt und im Harn 
die Chininmenge nach der klassischen Alkaloidbestimmungs- 
methode durch 3malige Atherausschiittelung des alkalisierten 
Urins und Wiigung des Atherriickstandes bestimmt. 

Es zeigte sich, da8 durchschnittlich 25 bis 30°/, des in- 
jizierten Chinins in den ersten Tagen der Behandlung, in den 
letzten Tagen bedeutend weniger ausgeschieden wurden; die 
Menge schwankte dann zwischen 2 bis 12°, je nach der Art 
der Vorbehandlung der GroBe der Dosis, der Individualitaét des 
Tieres; bei allen 13 Kaninchen war aber ersichtlich die Aus- 
scheidungsmenge auf die 10. Injektion von 0,2 salzsaurem 
Chinin geringer als als auf die 1. Injektion der gleichen Dosis. 
Die auffallendsten Unterschiede erhielten diese Autoren, wenn 
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in Abstinden von 3 Tagen injiziert wurde; bei taglicher Wieder- 
holung derselben Dosis hingegen und Untersuchung am 11. Tage 
war bei einem Kaninchen iiberhaupt keine Verminderung der 
Chininausfubr eingetreten, bei einem anderen nur eine gering- 
gradige Verminderung. Der Umschwung in der Ausfuhr bei 
Kaninchen und Meerschweinchen trat vom 20. Tage ab ein und 
halt dann langere Zeit an. Die besten Erfolge erzielten wir 
mit Dosen von 0,05 bis 0,2 g Chinin’). 

Inzwischen hatte Teichmann schon vor Erscheinen dieser Arbeiten 
allerdings auf Grund einer noch weniger verlaBlichen Methode (Nachweis 
im Blute mittels Jodquecksilberkalium!!) ebenfalls die Behauptung auf- 
gestellt, daB ein Organismus sich gegen Chinin schiitzen lasse, indem 
durch die langere innerliche Einverleibung sich eine Erhéhung der Zer- 
storungsfahigkeit einstelle. Auch Neuschlo8 publizierte noch vor dem 
Erscheinen der ersten Arbeit mit Léwenstein eine zweite Mitteilung, 
nach der auch eine vorangehende Neosalvarsaninjektion diese Erhéhung 
der Zerstérungsfihigkeit fiir 8 Tage aufzuheben imstande sein soll. 
Hartmann und Zila, Giemsa und Halberkann priiften diese An- 


gaben Teichmanns, NeuschloB’s, die sich eigentlich nur auf Ver- 


mutungen stiitzen, nach, konnten sie aber nicht bestitigen; mit der 
Arbeit Lowenstein und Neuschlo8, Léwenstein und Kosian 
haben sich mit diesen Autoren aber nicht befaBt, und insbesondere die 
gewichtsanalytischen Resultate, die Lowenstein und Kosian im Tier- 
versuche gewonnen hatten, waren diesen Forschern nicht bekannt. Auch 
haben sie nur die Ausscheidungsverhiltnisse bei der Chininaufnahme 
per os studiert, die Ausscheidungsverhiltnisse bei parenteraler Einver- 
leibung gar nicht oder in nicht geniigender Weise in den Kreis ihrer 
Untersuchungen einbezogen. 


Wenn wir die vorausgehenden Arbeiten von Merkel, 
Kleine, Schmitz, Lowenstein und NeuschloB, Hartmann 
und Zila, Giemsa und Halberkann iiberblicken, so stimmen 
sie darin iiberein, da bei*innerlicher Vorbehandlung keine Er- 
héhung der Zerstérungsfaihigkeit des Organismus gegeniiber dem 
Chinin eintritt. 

Die Arbeiten von Léwenstein und NeuschloB, ins- 
besondere von Léwenstein und Kosian zeigten aber doch, 
daB bei parenteraler Vorbehandlung die im Harn ausgeschiedene 
Menge des Chinins standig sinkt, wobei natiirlich gewisse Ver- 
suchsbedingungen eingehalten werden miissen. 

Es besteht also ein groBer Unterschied in der Wirkung 
des per os einverleibten und des parenteral einverleibten 


1) Zeitschr. f. Hygiene 84. 
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Chinins. Es lag also nahe, zu untersuchen, ob nicht durch den 
Magensaft das Chinin doch in irgendeiner Weise verandert 
wurde und zwar in der Richtung, daB vielleicht gewisse Gruppen 
von antigenartigem Charakter abgespaltet wurden, die bei der 
parenteralen Injektion dem Chinin gewissermafen den Charakter 
eines Antigens verleihen. 

Mittels der chemischen Methoden war es bis jetzt natiir- 
lich nicht médglich, eine Veranderung des Chinins durch den 
Magensaft nachzuweisen, aber der heutige Stand der Alkaloid- 
chemie ist so beschaffen, daB er noch reichliche Méglichkeiten 
offen laBt. Hier wurde zum erstenmal versucht und es auch 
wahrscheinlich gemacht, da8 im Chinin ein eigenartiger Komplex 
vorkommt, der durch die Verdauung im Magendarmkanal ver- 
schwindet. Es lag nun nahe, zu untersuchen, ob durch Pepsin- 
Salzsiureverdauung die Antigenwirkung aufgehoben werden 
kénnte. Es wurden 5 g Pepsin zugesetzt zu einer Lésung von 


10 g Chinin muriaticum in 1000 ccm einer 1,6°/, igen Salzsaure. . 


Nach einer 7tagigen Digestion bei 40° wurde die Lésung im 
Vakuum bei 40° zur Trockne eingedampft; es resultierte ein 
rotliches Pulver. 

Analyse dieses Pulvers: 1 g dieses Pulvers wird in 100 ccm 
absoluten Alkohols gelést; da keine vollstaéndige Loésung ein- 
tritt, wird filtriert und Riickstand und Lésung getrennt unter- 
sucht. 

A. Riickstand. Mit Alkohol absolut. wird fortlaufend ge- 
waschen, bis die Fliissigkeit keine Salzsiurereaktion mehr zeigt. 
Der Riickstand ist jetzt in Wasser glatt léslich. Da derselbe 
keine Chininreaktion zeigt, wird er als Pepsin angesprochen 
und mit demselben am 6. V. die Verdauungsprobe angestellt. 
Dieselbe ist positiv, wenn auch nur partiell (Pepsin). 

B. Lésung. Der Alkohol wird durch Destillation entfernt, 
der dadurch entstehende Niederschlag gepriift. Niederschlag 
ist im Wasser schwach léslich, in Alkohol und Ather léslich, 
zeigt Salzsiurereaktion. Die Chininreaktion (Thalleochinreaktion) 
ist stark positiv (Chinin mur.). 

C. Quantitative Analyse. Zur Analyse werden verwendet: 


Tara -+-Substanz. . 24,5331 
Tara ...... + 23,6101 


0,9230 g Pepsinchinin. 
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Der durch die Extraktion mit Alkohol gewonnene und als Pepsin 
identifizierte Riickstand ergibt 
Tara -+-Substanz. . 23,124 
TOMB 5 1 ts 6 eee 
0,298 g Pepsin. 
Der Alkohol wird abdestilliert, Wasser und 20°/,ige Natronlauge 
zugesetzt und der entstehende Niederschlag mit Ather ausgeschiittelt; 


gewogen resultieren 
Tara + Substanz . . 25,670 
ARE ie ia fe Se 


0,501 g Chinin (Base). 
Der verbleibende Rest von 0,124 g entfallt auf die Salzsaure. 


Mit diesem Chininpriiparat, das wir kurz als Pepsinchinin 
bezeichnet haben, wurden nun 5 Kaninchen intramuskular fort- 
laufend in Abstinden von 3 Tagen injiziert, der Urin aufge- 
fangen und der Chiningehalt nach der klassischen Alkaloid- 
bestimmungsmethode gewichtsanalytisch ermittelt. 

Die folgenden Protokolle der Kaninchen 22, 23, 24, 25, 26 
zeigen, daB in jedem einzelnen Falle die Chininausscheidung 
zuruckgegangen ist. Wéahrend bei den ersten Injektionen der 


Protokolle der Kaninchen 22, 23, 24, 25, 26. 
Kaninchen 22, 




















E 2, | +, | 

A OS te os Mo} 

L Injekti SEesi e S58 | o/ 

2 — inten, * tena; * Vorbehandlung 

= Datum oY ie 

S 7 a? 

ae 1. Tag 2. Tag 

1 31. VII. | 0,055 | 50,667 | 0,004 3,684 | Wird jeden 3. Tag mit 0,20 g Chinin- 

2 4. LX. 0,016 | 14,739]0,006 | 5,527 pepsin injiziert und bestimmt. 

3 t 0,0128 | 11,791 | 0,005 4,606 

4 10. 0,0177 | 16,305 | 0,006 5,927 

5 13. 0,0167 | 15,383 | 0,006 5,527 

6 16. 0,0112} 10,317] 0,003 | 2,763 

7 19. 0,10 9,212} 0,0032 | 2,947 

8 22. 0,008 7,369 | 0,003 2,763 

9 25. 0,0081} 7,461}0,0029 | 2,671 

10 28. 0,0086 | 7,922] 0,003 2,763 

11 29. XI. 0,0152| 9,300]0,0049 | 2,998 | Wird am 29. XI. mit 0,20 g gewohnl. 
Chinin injiziert 

12 4. XII. | 0,0072| 4,405] 0,0094 | 5,751 | wird am 4. \II. mit 0,20 gewobni. 
Chinin und 100 cem 10°/,iger 
Peptonldésung,- letzteres intra- 
vends injiziert. 

13 12. 0,0106| 6,485 | 0,0080 4,894 | Wird am 12. XII mit 0,20 g gewohnl. 

















| t am 20. XIL. 1917. 


Chinin injiziert und bestimmt. 
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Kaninchen 23. 

“ ‘Re .. 

Z 3a So & 

a Injektions |26§| % |SBs| 

S gree ™ 8 = < 8 & ' Vorbehandlung 

ad 

= e - 

= 1. Tag 2, Tag 

1 31. VIII. 0,016 14,739 | 0,003 2,763 | Wird jeden 3. Tag mit 0,20 g Chinin- 
2 4.1X. | 0,016 | 14,789/0,005 | 4,606 | Pevete iniisient and bestimmt. 
3 3 0,0164 | 15,108} 0,003 2,763 gz : 

4 9. 0,0144 | 13,265]0,0055 | 5,066 

5 13. 0,0175 | 16,121 | 0,006 5,527 

6 16. 0,0116 | 10,686}0,0051 | 4,698 

7 19. 0,0096 | 8,843] 0,004 3,684 

8 22. 0,010 9,212} 0,0036 | 3,316 

9 25. 0,0086 | 7,92210,0080 | 2,763 
10 28. 0,0085| 7,830]0,0029 | 2,671 

Kaninchen 24. 

1 31. VIII. 0,0164 | 15,108] 0,0029 | 2,671 | Wird jeden 3. Tag mit 0,20 g Chinin- 
2 4. IX. 0,013 | 11,976] 0,00125| 1,151 we ae 
3 ‘- 0,0145 | 13,357] 0,0025 | 2,303 om 

4 10. 0,0121 | 11,146] 0,003 2,763 

5 13. 0,014 | 12,897]0,0028 | 2,579 

6 16. 0,0121 | 11,146] 0,0019 | 1,750 

7 19. 0,0104; 9,580] 0,002 1,842 

8 22. 0,010 9,212} 0,0021 | 1,934 

9 25. 0,0089| 8,198]0,0026 | 2,395 
10 28. 0,0081; 7,461]0,0020 | 1,842 

Kaninchen 25, 

1 4. X. 0,0192 | 17,687] 0,010 9,212 | Wurde mit 0,20 g Chininpepsin II in- 
2 7. 0,0185 | 17,042] 0,0083 | 7,646 Suen ead betinens. 

3 10. 0,008 7,369 | 0,008 7,369 

4 18. 0,0143 | 13,173 | 0,006 5,527 

5 16. 0,0172 | 15,845 | 0,005 4,606 

6 19. 0,0114| 10,502 | 0,004 8,684 

7 22. 0,011 10,133 | 0,003 2,763 

8 25. 0,0112 |} 10,317} 0,0032 | 2,947 

9 28. 0,0092 | 8,475] 0,004 8,684 

10 31. 0,008 8,291 10,0041 | 3,777 

11 29. XI. 0,0150| 8,177] 0,006 3,671 | Wurde am 29. XI. mit 0,20g Chinin 
mur. injiziert und bestimmt. 

12 ome aa ‘ee — | Wurde am 4. XII. mit 0,20 g Chinin 
mur. und 10ccm 10°/, iger Pepton- 
lésung intravenés injiziert. 

13 12. XII. 0,0142/} 8,688]0,0067 | 4,099 | Wird am 12. XII mit 0,20 g gewdhni. 
Chinin injiziert und bestimmt. 

14 17; 0,0149|} 9,116]0,0078 | 4,772 | Wird am 17 XII. mit 5 cem steriler 
Rindergalle, in der 0,2 g gewéhnl. 
Chinin gelést ist, injiziert und 
bestimmt. 

15 29. — oo — on 
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Kaninchen 26. 


























4 bi 3 o | 2 © 
Z 3 5 w OS w 
E Injekti = & g . 0 4 : 6 ~/o 
g 5 eng < S & “<oO5 Vorbehandlung 
& 9 
= e 4 g 
= 1. Tag 2. Tag 
a ore 4 rE a 0.0201 18,516 0,0102 | 9.396 Wurde mit 0.20 g Chininpepsin Il in- 
t. 2 7. 0,0195 | 17,964] 0,0088 8,106 ee Se ee 
3 10. 0,008 7,369! 0,006 5,527 
4 13. 0,014 12,897 | 0,007 6,448 
5 16. 0,0163 | 15,016] 0,006 = 5,527 
6 19. 0,0115' 10,594] 0,0056 5,188 
7 22. 0,012 11,054] 0,0050 4,606 
8 25. 0,010 9,212} 0,0036' 3,316 
9 28. 0,0085 | 7,830] 0,003 2,763 
10 $1. 0,0084 7,738} 0,003 2,763 
11 29. XI. 0,0157 9,605] 0,005 3,059 | Wird am 29. XI. mit 0.2 ¢ gewéhn! 
12 12. XI verloren | 0,0028, 1,713 | wie Injektion Nes 
. A , fle e Injektion Nr. 11. 
13 17. 0,0184 | 11,257] 0,0049 2,998 | wird am 17. XII. mit 5 cem steriler 
Rindergalle, in der 0.2 g gew6hn! 
Chinin gelést, injiziert und be- 
14 29 ah stimmt 


Chiningehalt zwischen 15 bis 18°/, schwankte, waren bei der 
10. Injektion keine derartigen Schwankungen mehr vorhanden. 
Die ausgeschiedene Menge betrug bei allen 5 Versuchstieren 
7 bis 8°/, der injizierten Chininbase. 

Aus diesen Versuchen geht hervor, da durch die einfache 
Pepsinsalzsiureverdauung das Chinin nicht die Eigenschaft ver- 
liert, bei parenteraler Injektion die Zerstérungsfahigkeit des 
Organismus zu erhdéhen. 

Es bestand noch die Mdglichkeit, daB es vielleicht die 
Trypsinverdauung ist, die das Chinin so verandert, daB trotz 
fortgesetzter Injektion die Ausscheidungsmenge die gleiche bleibt. 

Zu dem Zweck wurde das Chininpepsin noch mit Trypsin 
verdaut und daraus ein Praparat hergestellt, das in 0,2 g 0,1085 g 
Chininbase enthalt. Die Verdauung wurde mit Trypsin Griibier 
vorgenommen und durch 8 Tage wurde die Mischung bei 40° 
gehalten. Mit dieser Lésung wurden die Kaninchen 50 und 51 
behandelt und zwar in derselben Weise wie die vorausgehenden 
Tiere mit 3tagigem Intervall. 

Aus nachfolgendem Versuch geht ebenfalls hervor, daB auch 
diese Erklarungsméglichkeit nicht zutrifft. In den bisherigen Ver- 


suchen ist es also nicht gelungen, das Chinin so zu verandern, 
Biochemische Zeitschrift Band 99. 17 
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daB das parenteral eingespritzte Chinin sich so verhilt wie das 


auf dem Wege des Magendarmkanals einverleibte Chinin. 


Protokolle der Kaninchen 50 und 51. 
Kaninchen 50. 



































si Bid a. 
Z 33% ck; 
| Injektios- 263) % |SBS| % 
njyexktions- | 0 
= seen <3 = <3 = . Vorbehandlung 
RY) 
= e | e 
va 1. Tag 2. Tag 
1 bis 10} 2. bis 29. III. — — — | eae Das Kaninchen wird fortlaufend mit 
| 0,20 g Trypsinchininpepsin in- 
jiziert, am 10. Injektionstag mit 
j 0,20 g gewohnl Chinin injiziert 
und bestimmt. In 0.20g = 0,1085 g 
| Chininbase enthalten. 
11 31. IV. 0,0092; 8,47 inn loon 
Kaninchen 51. 

‘i 1 bis 10} 2. bis 20. ITI. ween ar pom me Das Kaninchen wird fortlaufend mit 
| 0.20 g Trypsinchininpepsin in- 
| jiziert, am 10. Injektionstage mit 

0,20 g gewdhnl. Chinin injiziert 

und bestimmt. In 0,20 g Chinin 

= 0,1085 g Chininbase enthalten. 
11 AGEY. 0,0089| 8,19 — — 





Da diese Verdauungsversuche nicht zu der erwiinschten 
Klarung gefiihrt hatten, muBten wir noch andere Méglichkeiten 
suchen. Der kiirzeste Weg, um iiber den Mechanismus der Chinin- 
gewohnung etwas zu erfahren, schien uns der, die Chinindosen 
zu ermitteln, die den Zustand der Chiningewéhnung herbei- 
fiihren. Zu diesem Zwecke wurden Kaninchen mit folgenden 
Dosen injiziert: 


Die Kaninchen 19, 20 je mit . . . . 0,05¢ 
” n 38, 39 » » . . 0,005 g£ 
n ” 40, 41 » » “ 0,0005 g 
n n 42, 43 » » toe ee 0,00005 g 


Die anschlieBenden Protokolle zeigen, daB bereits bei 5 mg 
die Chinindose erreicht ist, die trotz parenteraler Vorbehand- 
lung kein Sinken der Chininmenge im Harn bei der mit 0,2 g 
Chinin mur. erfolgenden Priifung seiner Dosis bewirkt. Hin- 
gegen bewirkt die Dosis von 0,05 g doch eine auffallende Ver- 
minderung der Chininmenge im Harn, denn bei der Priifung 
mit 0,2 g zeigt es sich, daB nur 2 bzw. 5°/, des injizierten 
Chinins im Harn wieder erscheinen. Siehe die Protokolle von 


Kaninchen 19, 20, 38, 39, 40, 41, 42, 43. 
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Kaninchen 19. 
& r ei, ; e yr ais a i" 2 
A oe & 35 
3 we & : 5 | 0 z ~ a | 9 
8 — < 8 5 . <3 = P Vorbehandlung 
z atum ~ | 
& g | 3 
= 1. Tag 2. Tag 
H ¢ 7 ; nals ain aie ‘iesie Wird jeden 3. Tag mit 0,5 ccm einer 
1 bis 10]31. VIII. bis 4.X. 10°/, igen Galiepuaiinene 
jiziert 
11 4°y 0.0052. 2.6 0.003 1,5 Wird mit Chininpepsin II mit 0,20 g 
oe : 7 ‘ Li injiziert =A bestimmt. . 
9 : 7 IR Wird am 12. . mit 0,20 g gew6hnl. 
12 12. XII. 0,0159 7,95 | 0,00 14 Chinin injiziert und bestimmt. 
Kaninchen 20, 
. : ae ee ie wien Wird jeden 3. Tag mit 0,5 ccm einer 

1 bis 10)31. VIII. bis 4.X. 109). lgen Ghlehepeueialiguns te- 

jiziert. 
11 4% 0.0050 25 0.0012 0.6 Wird mit Chininpepsin mit 0,20 g in- 
i ? , , . jiziert und bestimmt. 
12 29. XI 0.0104' 52 0,004 2,0 Wird am 29. XI. mit 0,20 g gewdhnl. 
; , } : Chinin eaten und oye 
‘ "0 | Be 2 6! Wird am 4. . mit 0,20 g gewdhni. 
13 4. XII. 0,0370 | 18,5 0,0053 65 Chis ane it-ame 94 law Cot 
| largollésung, letzteres intraven6s, 
injiziert und bestimmt. 
14 12. XII. 0.0142; 7,1 0.0041 2,05 | Wird am 12. XII. mit 0,20 g gewohnl. 
. | ; Chinin injiziert und bestimmt. 
Kaninchen 38°). 
‘ is 15 a | ale de te Wird fortlaufend 10mal mit 0,005 g 
1 bis 10/10. 1. bie 15. I. Chinin mur. injiziert und + 
| stimmt. 
11 18. Il. 0,0251 | 15,36 0 0 Wird am 18. II. mit 0,20 g Chinin 
| | mur. injiziert und bestimmt. 
12 23. 0,2968 | 18,17 0 0 Wie bei Injektion Nr. 11. 
Kaninchen 89. 

1 bis 10]19. I. bis 15. II. aaa ‘aaa aoe po Wird fortlaufend 10mal mit 0,005 g 
Chinin mur. injiziert, ohne be- 
stimmt zu werden. 

11 18. II. 0.2962 18.11 a fa Wird am 18, II. mit 0,20 g Chinin 
9 | . | mur. injiziert und bestimmt. 
12 23. 0,2910! 17,81 — | — | Wie bei Injektion Nr. 11. 
Kaninchen 40. 
j is 1! ae ae on ome Wird fortlaufend jeden 3. Tag mit 
1 bis 10/19. I. bis 15. IT. 0,0005 g Chinin injiziert, ohne be- 
Ww w-* ct an "0,20 g Chini 
comm jm fird am 18, II. mit 0, r 
11 18.11. | 0,294 | 17,99 | 1 am 18. TL mit 0.20 @ Chinin 
12 93. 0,3162| 19,81 — | — Wie bei Injektion Nr. 11. 
-Kaninchen 41, 
: ; ee sn he Wird fortlaufend 10mal mit 0,0005 
1 bis 10/19. I. bis 15. IL. | Chinin mur. injiziert, ohne 4. 
stimmt zu werden. 
eae ae Wird am 18. IT. mit 0,20 g Chinin 
i 18. II. verloren | mur. injiziert und bestimmt. 
12 23. 0,2856 | 17,47 ata tn Wie bei Injektion Nr. 11, 














1) In den letzten Versuchen wurde die Urinmenge von den 2 Tagen 
gesammelt und die Gesamtmenge, die in 48 Stunden ausgeschieden wor- 
den war, untersucht, nicht mehr den 1. und 2. Tag besonders bestimmt. 
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Kaninchen 42. 
































3 aie ge 

a 3 ; é 0/ & . e 0/ 

@ ‘ akti ? 

8 ee < 3 = ee 3 = | . Vorbehandlung 
M | 

> eo g 

onl 1. Tag 2. Tag 

1 bis 10}19. I. bis 15. IL. es ae — _ Wird fortlaufend jeden 3. Tag 10 ma! 
| | mit 0,0005 g Chinin mur. injiziert, 
| ohne bestimmt zu werden 

11 18. II. 0,0120 7,34 a ae Wird am 18. II. mit 0,20 g Chinin 
mur. injiziert und bestimmt. 
12 93. 0,2713 | 16,61 as aaah Wie bei Injektion Nr. 11. 
Kaninchen 43. 

1 bis 10]19. I. bis 15. IL. thee | seni canis one Wird fortlaufend 10 mal mit 0,00005 g 
} | Chinin mur. injiziert, ohne be- 
| | stimmt zu werden. 

11 18. II. 0,0161! 9,85 tga: ape” Wird am 18. II. mit 0,20 g Chinin 
mur. injiziert und bestimmt. 
12 23. 0,0282 | 17,32 — — | Wie bei Injektion Nr. 11, 


Aus diesem Versuch geht also hervor, daB durch kleine 
Dosen Chinin selbst bei parenteraler Vorbehandlung nicht der 
Zustand erreicht wird, den wir kurzweg als Gewoéhnung be- 
zeichnet haben. Die Behandlung mit kleinen Dosen 
fihrt also ungefahr zu dem gleichen Zustand, wie er 
durch die innerliche Einverleibung erreicht wird. Und 
in der Tat dirfte ja der Vorgang bei der gewéhnlichen 
intestinalen Resorption von Chinin der parenteralen 
Behandlung mit sehr kleinen Dosen gleichkommen. Es 
diirfte also hier die Ursache der verschiedenen Wir- 
kung der stomachalen und der parenteralen Einver- 
leibung zu suchen sein. : 

Wenn diese Auffassung richtig ist,dann miBte man auch 
vom Magendarmkanal aus durch groBe Dosen Chinin einen 
aéhnlichen Zustand erzielen kénnen. j 

Jedenfalls hat A. Plehn in der letzten Zeit iiber 24 Fille 
berichtet, die durch lingere Zeit Chinin prophylaktisch ge- 
nommen haben und deren Chininausscheidung durch A. Rona 
festgestellt wurde. Plehn faBt seine Untersuchungen dahin 
zusammen, daf laingerer gewohnheitsmaBiger Gebrauch von 
zeitweilig iiber 1g Chinin zu einer deutlichen Minderung der 
Ausscheidung fiihrt und daB diese bis auf Bruchteile herabgeht, 
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wenn etwa 3 Monate lang taglich 1,2 g genommen werden. Herab- 
setzung der Tagesgaben auf 0,6 g und der Chinintage auf je 2 bei 
4 tigigen Pausen steigert die Ausscheidung nach einiger Zeit wieder. 

Es scheint also tatsachlich, daB auch durch innerliche Ein- 
verleibung dieser Zustand erzielt werden kann, wenn geniigend 
groBe Dosen verabreicht werden. 

Es lag der Gedanke nahe, zu untersuchen, ob sich die Menge 
= des ausgeschiedenen Chinins andert, wenn man die eingespritzte 
rt, Chinindosis andert. Leider ist hier der Spielraum ein sehr enger. 
in Die Grenze nach unten ist wegen des gewichtsanalytischen Nach- 

weises rund mit 0,1 g gegeben, die Grenze nach oben ist mit 

1 g zu bemessen, die der Dosis letalis schon sehr nahe liegt. 
. In den vielen Versuchen hat sich gezeigt, daB bei Injektion 
4 von 0,2 g in den ersten 48 Stunden die Ausscheidungsmenge 
in zwischen 18 bis 28°/, schwankt. Leider spielt hier die Indi- 
vidualitat des Tieres, richtiger gesagt anderer, uns unbekannter 
Faktoren eine groBe Rolle. Denn einzelne Tiere finden sich, wenn 
auch selten, deren Ausscheidung nur 10°/, betragt, aber alle Unter- 
suchungen stimmen trotz der verschiedenen Arbeitsmethoden darin 
iiberein, daB8 ungefaihr 70°/, des eingefiihrten Chinins zerstért und 
nur héchstens 30°/, im Harn wieder ausgeschieden werden. 

Verwendet man nun der letalen Dosis naheliegende Chinin- 
mengen, so mu8 man erwarten, daB die Menge des ausgeschiedenen 
Chinins geringer wird, falls eben wirklich das Verschwinden der 
‘ 70°/, auf eine Zerstérung im Organismus zuriickzufiihren ist. 

Die Protokolle der Kaninchen 44 und 45 zeigen aber, dab 
die Prozentzahl des ausgeschiedenen Chinins sich nicht andert, 
ob man 0,1 g oder 1 g injiziert. 


: Kaninchen 44. 

















2 i Ri ee x ee Vn ASEH RSE 
i 2 Injekti Bee 0} gee 0 
‘ 3 gongs <3 = - <8 - | Vorbehandlung 
> g - 
= 1. Tag 2. Tag 
1 31.11.1918 | 0,2060 20,60 | 0,051 5,1 | Das Kaninchen erhait 1 g Chinin mur. 
subcutan und wird bestimmt. 














Kaninchen 45. 


1 81. 1.1918 0,2153 21,53 0,04 | 4,0 Das Kaninchen erhalt 1g Chinin mur 
subcutan und wird bestimmt. 
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Dieses Verhalten wiederspricht der Annahme, daB es sich 
hier einfach um eine Zerstérung des Chinins handelt; die Zer- 
stérungshypothese reicht nicht aus, um diese Konstanz des 
Verhaltnisses zwischen injiziertem und ausgeschiedenem Chinin 
zu erkliren, denn es ist unwahrscheinlich, daB der tierische 
Organismus bei einer Zerstérung von 1 g Chinin im Verhiltnis 
denselben Riickstand liefert wie bei der Zerstérung von 0,1 g. 
In dem einen Falle miissen 0,7, in dem anderen 0,07 g un- 
gefahr zerstért werden. 

Andererseits reicht auch nicht die Annahme einer einfachen 
Retention aus, die ja zweifellos in Erwaigung zu ziehen ist, da 
ja das in Lésung injizierte Chinin, in Zirkulation gebracht, bald 
ausfallen muB. Es scheint die Konstanz der ausgeschiedenen 
Chininquote darauf hinzuweisen, daB nur ein bestimmter An- 
teil der Chininbase, der aber noch Alkaloidcharakter besitzt, 
im Harn ausgeschieden wird. Diese Zerlegung der Chininbase 
mu8 aber sehr rasch im Organismus vor sich gehen, da ja 
nach 15 Minuten der aus der Chininbase abgespaltene Alkaloid- 
korper im Harn auftritt. 

In dieser Meinung haben uns Versuche bestirkt, die 
unternommen wurden, um das Chinin aus dem Korper wieder 
herauszuschaffen. Zu diesem Zwecke wurde das Kaninchen 37 
mit 0,2 g salzsaurem Chinin injiziert und alle 2 Stunden 20 ccm 
physiologische Kochsalzlésung nachgespritzt. 


Kaninchen 37. 


























3 re . . gigs 
. 2 RQ : 
Z 3s 8) eo! 
4 | injeution [262 % |2E8| Vorbehandl ) 
2 4 25 | 25) orbehandlung 

z Datum oS | 1) / 
= g | g | ‘ 
= 1. Tag 2. Tag ‘ 
Wird am 7. I. mit 0,20 dhl. i 
l 7.1. 1918 0,0453 | 22,65 | 0,0101/ 5,05 “Chinin injiziert und alle? Stunden, : 
d. i. 10, 12, 2, 4,6 Uhr, mit 20 ccm | 

physiol. Kochsalzlésung subcutan 
injiziert und bestimmt. ; 


Da hierdurch keine Anderung der Ausscheidungsquote er- 
zielt wurde, so wurde der Versuch gemacht, das Chinin in 
ganz besonders geeigneten Lésungsmitteln zur Resorption zu 
bringen. So wurde das Kaninchen 38 mit 2 com Chloroform, 
in dem 0,2 g Chinin mur. gelést war, injiziert. 
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Injektions-Nr. 


- |! 








4, ra 
322 ricks 
; s a 2 -E o 0; 2 = © | 0 
— ay S . eg. & a te Vorbehandlung 
8 g | 
1. Tag 2. Tag 
29. XII. 0,0200 10,0 0 Fie Kérpergewicht 1300 g. 0,20 Chinin 


| 


mur. werden in 2 ccm Chloroform 
gelést und subcutan am 29. XII. 


| injiziert und bestimmt. 
| t am 30. XII. 1917. 


krosen ; 
nichts. 














In Erinnerung an die Angaben von Giemsa und Schau- 
mann, daB von den Korpersiaften die Galle am besten Chinin 
lése, wurde die tibliche Dosis von 0,2 g mit steriler Rinder- 
galle gelést und injiziert; hierbei ergab sich die héchst auf- 
fallige Tatsache, daB die ausgeschiedene Chininquote 
sich verringerte und daB die Chininausscheidung sicht- 
lich verzégert wurde, denn bei dem Kaninchen 32 war 
die Ausscheidung am 2. Tage sogar gréBer als am 1. Tag. 
Aber auch bei den Kaninchen 31 und 32 ist die am 2. Tage 
ausgeschiedene Chininmenge noch auffallend groB. 


Kaninchen 31. 
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Sektionsbefund: Starkes Infiltrat se- 
résen Inhaltes. Ausgedehnte Ne- 
in den Kérperhdhlen 


17. XII. | 
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= —" <3 = ee 8 ee Vorbehandlung 
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m= 1. Tag 2. Tag 

I 3 12. XII. 0,0061 | 3,05 | 0,0047 | 235 Wurde am 17. XIL mit 5 cem steriler 

Rindergalle, in der 0,2 g gew6hni. 
| Chinin gelést ist, injiziert und 
| bestimmt, 

Kaninchen 32, 

1 | 17. XII. | 0,0110; 5,5 0,0127| 6,35 |" mit 10 cem steriler Rinder- 
gaile, in der 0,2 g gew6hnl. Chinin 
gelést ist, injiziert und bestimmt. 

Kaninchen 33. 
0,0161 8,05 0,0150 | 7,5 Wurde mit 10 ccm steriler Rinder- 


galle, in der 0,2 g gewOhnl. Chinin 
gelést ist, injiziert und bestimmt 


Auf Grund der hier absolut unzulinglichen Jodquecksilber- 
kaliummethode hatte NeuschloB angegeben, daB durch eine 
vorausgehende Neosalvarsaninjektion die Chininausscheidung 
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wieder in die Héhe geht bei Menschen, die durch eine voraus- 
gehende Chininbehandlung sehr wenig Chinin ausscheiden. 
Giemsa und Halberkann, Hartmann und Zila hatten auf 
Grund von gewichtsanalytischen Versuchen diese Angabe nach- 
geprift und nicht bestatigen kénnen. Wir haben mit Collargol 
bei normalen Kaninchen, den Kaninchen 34 und 35, einen ihn- 
lichen Versuch gemacht und keine Verinderung der Chinin- 
ausscheidung feststellen kénnen. 


Kaninchen 35. 








Injektions-Nr. 


—_ 


i) 











4.1.1918 | gibt einen Niederschlag mit Jod- | Wie bei Injektion Nr. 1. 
kaliquecksilber « 

5. schwacher Niederschlag 

6. kein Niederschlag 


Kaninchen 36. 











bestimmt. 


Hingegen war bei dem Kaninchen 8 und beidem Kaninchen 20, 
die durch laingere Vorbehandlung beobachtet waren und etwas 
iiber 5 bis 10°/, Chinin auszuscheiden pflegten, am 4. XII. 1917 
neben der iiblichen Chinindosis noch auBerdem 10 ccm einer 
2°/, igen Collargollésung intravenés injiziert worden. Auffallender- 
weise stieg jetzt der Chiningehalt auf 17,8°/, innerhalb von 48 Stun- 
den, wahrend bei der nach 8 Tagen vorgenommenen Injektion 
der iiblichen Chinindosis allein nur 8,45°/, ausgeschieden wurden. 
Allerdings 14Bt sich aus diesem einzelnen Versuch noch keine 
SchluBfolgerung ziehen; leider konnte dieser Versuch nicht 
mehr wiederholt werden, da das Kaninchen 8 spiter einge- 
gangen war. 

SchlieBlich haben wir noch versucht, aus dem Harn Malaria- 
kranker Chinin in bescheidenen Mengen wiederzugewinnen; 
leider sind unsere Versuche trotz groBer Miihe simtlich ge-. 


2 © | = F & | 
ies! 9, (258) 9 
i 7 7 | / 
oe <3 5 aes “3 ot bees Vorbehandlung 
g eet 
1. Tag 2. Tag 
29. XII. 1917 verloren es oa Kérpergewicht 1300 g. Wirdam 29. XII. 
mit 0,06 g Neosalvarsan in 2 ccm 
physiol, Kochsalzlésung intra- 
vendés injiziert. 


21. XII 1917 | 0,0364| 12,2 | 0,0054| 2,7 | 0,20 @Chinin werden in 2°/, 10°/, iger 
} | Collargollésung gelést und intra- 
| | vends am 29, XII. injiziert und 
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scheitert. Die ersten Versuche, aus dem im Wasserbade ein- 
geengten Urin das Chinin durch Alkalisierung und Ausschiitte- 
lung mit Ather wiederzugewinnen, lieferten keine geniigenden 
Mengen. 


Kaninchen 8. 





Injektions-Nr. 


wo 























Spater versuchten wir im Zentral-Malariaspital aus mehreren 
hundert Litern das Chinin aus dem Harn wiederzugewinnen. 
Wir waren von der Hoffnung geleitet, daB der durch sehr 
starke Alkalisierung entstehende Niederschlag das ausfallende 
Chinin mitreiBen wirde. In den groBen Mengen des Nieder- 
schlages konnten wir aber nie Chinin nachweisen, auch nicht 
einmal mit der Thalleiochinreaktion. 

_ Wir haben nun mit dem aus den Kaninchenharnen ge- 
wonnenen minimalen Mengen die Immunisierung durchgefiihrt; 
da es sich aber in unseren Versuchen gezeigt hatte, daB durch 
sehr kleine Dosen Chinin keine Verminderung in der Harn- 
ausfuhr bewirkt wird, so hat auch dieser Versuch, den Antigen- 
charakter des durch den Organismus passierten Chinins zu 
untersuchen, zu keiner Aufklairung gefiihrt. 

Immerhin haben diese Versuche folgende Tatsachen er- 
geben: 

1. Entsprechend unserer ersten Arbeit hat sich in dieser 
groBen Versuchsreihe gezeigt, daB tatsichlich bei parenteraler 
Einverleibung die Menge der durch den Harn ausgeschiedenen 
Chininmenge sinkt. 


ma oes we 
Iniek 2e¢ 0; B28 o 
njektions- |% si | 0 aes 0 , 
Tieteen 3 | 3 Vorbehandlung 
g 
1. Tag 2. Tag 
o Tt 0,0135 | 6,75 0,0054 af Wurde mit 0,2 g gewéhnl. Chinin in- 
| jiziert und bestimmt. 
99. X. 0,0126|; 6,3 0,005 2.5 Wurde mit 0,20g gewOhnl. Chinin in- 
} j jiziert und bestimmt. 

1. XI. 0,0102| 5,1 0,0052; 2,1 Am 1. XL mit 0,20 g Pepsinchinin 
| , injiziert und bestimmt. 

29. XII. 0,0147; 7,35 | 0,0052! 2.6 | Wurde am 29. XII. mit 0,20g gewohni. 
7 | ° Chinin injiziert. 

4. 0.0312 15.6 0.0044; 22 | Wurde am 4. XII. mit 0,20g gewdhnl. 
| Chinin und 10 cem 2°/,iger Col- 
largollésung intravendés injiziert 
| und bestimmt. 

12. 0,0150, 7,5 0.0019 0,95 | Wurde am 12. XII. mit 0,20g gewéhni. 
| Chinin injiziert und bestimmt 
¢ am 24. I. 1918 
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2. Diese Verminderung der Harnausfuhr tritt aber selbst 
bei parenteraler Injektion nur dann ein, wenn bei Kaninchen 
die Behandlungsdosis nicht unter 50 mg heruntergeht. Bei 
geringeren Dosen konnten wir diese Erfahrung nicht feststellen. 
Damit diirfte auch der Gegensatz zwischen der Wirkung der 
enteralen und der parenteralen Einverleibung erklart sein. 

3. Die mit dem Harn ausgeschiedene Chininquote bleibt 
dieselbe, ob nun groBe oder kleine Chinindosen versucht werden. 
Dieses Verhalten kann auf zweifache Weise erklart werden. 
Es ist méglich, daB hier ein Gleichgewichtszustand im Sinne 
des Guldberg-Waagschen Gesetzes angestrebt wird oder dab 
eben nur ein bestimmter Bestandteil des Chininalkaloides im 
Harn ausgeschieden wird. 

4. Durch gleichzeitig injizierte Lésungsmittel des Chinins 
wie Chloroform, Galle z. B. wird die Ausscheidung des Chinins 
verringert und verzdgert. 

5. Durch gleichzeitige Injektion von 2°/, Collargollésung 
wird die Ausfuhrmenge bei Kaninchen, die schon durch langere 
parenterale Vorbehandlung eine geringere Menge ausschieden, 
gesteigert. 

Weitere Untersuchungen miissen diese Fragen klaren. 

















Der Cholesteringehalt normaler und pathologischer 
menschlicher Organe. 


Von 
Bruno Rewald. 


{Aus dem biochemischen Laboratorium des Krankenhauses Moabit‘).| 


(Hingegangen am 28. August 1919.) 


Es liegen bis jetzt nicht allzu viele Angaben iiber den 
Cholesteringehalt der einzelnen Organe des Menschen bei nor- 
malen und pathologischen Fallen vor. Nur das Gehirn, das 
Blut und die Galle sind vielfach Gegenstand der Untersuchung 
gewesen. Klemperer und Umber”) haben nun vor einiger 
Zeit ein ziemlich reiches Material iiber das Vorkommen von 
Cholesterin bei lipamischen Diabetikern beigebracht. Diese 
Untersuchungen habe ich auf Veranlassung von Prof. Klem- 
perer wieder aufgenommen. Uber die Ergebnisse sei im 
folgenden kurz berichtet. 

Da iiber die beste Art der quantitativen Gewinnung des 
Cholesterins aus den Organen die Meinungen noch sehr geteilt 
sind, wurden zuerst vergleichende Untersuchungen nach drei 
Methoden angestellt. Die frisch entnommenen Organe wurden 
stets im Vakuum bei méglichst niedriger Temperatur, die 40° 
nie tberschritt, 2 bis 3 Tage getrocknet. Wenn die Haupt- 
menge des Wassers entfernt war, wurde der Organbrei mit 
wenig Alkoh. absol. durchknetet und aufs neue getrocknet; 
dieser Vorgang wurde so lange wiederholt, bis konstantes Ge- 


1) Aus auBeren Griinden kann die Arbeit erst jetzt verdffentlicht 
werden; da die Zahlen auf ein schwer zugangliches Material sich be- 
ziehen, so haben sie auch heute noch ihre urspriingliche Bedeutung. 

*) Klemperer und Umber, Zeitschr. f. klin. Med. 61, 1 und 65, 1. 
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wicht eingetreten war und bis sich alles in ein feines Pulver 
zerreiben lieB. Nur bei dem Gehirn und Knochenmark, die 
beide auBerordentlich viel atherlésende Substanz besitzen, lieB 
sich der Zustand des feinen Pulvers nicht immer erzielen. 
Bei dieser Art der Behandlung ist eine Zersetzung der Organe 
nicht zu befiirchten; wenn jedoch selbst eine solche eingetreten 
sein sollte, wiirde sie nur die phosphorhaltigen Verbindungen 
betreffen, aber fiir das Cholesterin nicht in Frage kommen. 


Die so vorbehandelten Organpulver wurden jetzt einerseits 
mit Ather, andererseits mit Aceton je 24 Stunden im Soxhlet 
extrahiert. Nach dieser Zeit wurden die Pulver im Morser 
aufs neue fein zerrieben und noch einmal wahrend wiederum 
24 Stunden mit neuen Mengen des jeweiligen Lésungsmittels 
extrahiert; dies wurde so oft wiederholt, als im Ather resp. 
Aceton nach dem Verdunsten noch ein wagbarer Riickstand blieb. 
Hierzu geniigte fast stets 3- bis 4 maliges Extrahieren. Die Extrakte 
wurden dann vereinigt und nach Verjagen des Lésungsmittels im 
Vakuumexsiccator bis zur Gewichtskonstanz getrocknet. In 
den meisten Fillen tritt diese Konstanz sehr schnell ein; oft 
jedoch ist dazu ein Verweilen des Extraktes tiber H,SO, von 
Tagen, selbst Monaten erforderlich, was wahrscheinlich in ge- 
wissen Oxydationsvorgangen begriindet ist. Da es fiir den 
Cholesteringehalt nicht wesentlich auf diese autoxydablen Sub- 
stanzen ankommt, ist es in solchen Fallen nicht unbedingt 
erforderlich, die gréBte Genauigkeit auf die Gewichtskonstanz 
zu legen. Die weitere Verarbeitung geschah dann in der ib- 
lichen Weise durch*Verseifung mittels alkoholischer Kalilauge. 
Da zur Zeit der Anstellung der Versuche noch keine andere 
Cholesterinbestimmung existierte als durch Wagung des Chol- 
esterins in Substanz'), so wurde die Verseifung so oft wieder- 
holt, bis das Cholesterin den Schmelzpunkt von 145 bis 146° 
hatte. Diesen zwei Verfahren wurde dann noch das dritte der 
direkten Verseifung des getrockneten Organpulvers gegeniiber- 
gestellt. Folgende Tabelle I gibt einen Uberblick iiber die er- 


1) Die ‘Windaussche Digitoninmethode konnte erst bei einigen 
Bestimmungen angewandt werden, was an den betreffenden Stellen be- 
sonders vermerkt ist. Herrn Prof. Windaus sage ich fir die freund- 
liche Uberlassung des Digitonins auch hier meinen verbindlichsten Dank. 
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haltenen Resultate. Stets wurden Doppelbestimmungen ange- 
setzt. 





Tabelle L. 
Prozentgehalt des Cholesteringehalt bei der 
Extraktes bei der Extraktion mit 
Extraktion mit Ath , direkter 
Ather | Aceton | “°F = + — Verseifung 
Gehirn eines Tuber- 
kulésen (Trocken- | 50,86 50,97 12,96 9,95 12,90 
gehalt 20,91 °/,) 49,70 49,32 12,52 10,48 12,94 
Normales Gehirn 
(Trockengehalt 46,78 48,30 13,14 12,45 13,00 
21,49 °/,) 46,32 48,05 13,02 12,13 12,86 








Aus obigen Daten geht hervor, daB die Cholesterinmengen, 
die durch Atherextraktion und bei direkter Verseifung erhalten 
werden, sehr gut miteinander iibereinstimmen, wahrend dies 
mit den Zahlen des Acetonextraktes weniger der Fall ist. Ob- 
woh! die Zahlen fiir die Gesamtlipoide im ersten Falle bei der 
Aceton- und Atherextraktion iibereinstimmen, im zweiten Falle 
sogar beim Acetonverfahren um 2°), hdher sind, sind die 
Cholesterinwerte doch geringer. Es schien demnach geboten. 
das Acetonverfahren zu verlassen. Fiir alle folgenden Bestim- 
mungen wurde die Atherextraktion angewendet, weil die Ge- 
samtverseifung des Organpulvers bei der Ausschiittelung sich 
technisch schwierig gestaltet. 

Zur Darstellung des Cholesterins aus Serum wurde das 
frisch entnommene Blut 24 Stunden in den Eisschrank gestellt 
und dann das klare Serum abgegossen. Eine gemessene Menge 
wurde dann mit dem 4 fachen Volum 96°), igen Alkohols iiber- 
gossen und 48 Stunden unter haufigem Umriihren stehen ge- 
lassen. Dann wurde filtriert, das alkoholische Filtrat im Va- 
kuum bei 40° eingeengt, mit Ather aufgenommen, 24 Stunden 
stehen gelassen und aufs neue vom ungelésten Riickstand ab- 
filtriert und dieser Vorgang so oft wiederholt, bis der Riick- 
stand klar léslich war. Die vereinigten EiweiBmengen wurden 
getrocknet, fein pulverisiert und im Soxhlet 24 Stunden aus- 
geathert und dieser Atherextrakt mit dem urspriinglichen ver- 
einigt. Spiater wurde auch in einigen Fallen das Serum direkt 
bei niedriger Temperatur im Vakuum getrocknet, der Riick- 
stand fein pulverisiert und im Soxhlet extrahiert. Dieses Ver- 
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fahren ist einfacher und gibt durchaus zuverlassige Resultate. 
Die neuerdings angegebene Trockenmethode von Frankel’) 
war bei Anstellung der Versuche noch nicht bekannt. 

Wahrend der normale Cholesteringehalt des Serums nur 
in sehr engen Grenzen schwankt — er wird in der Norm zu 
0,1°/, angenommen —, wird er in Fallen von Lipamie, wie 
sie besonders haufig beim Coma diabeticum auftritt, auBer- 
ordentlich erhéht. Folgende Fille beweisen, wie weit der Chole- 
steringehalt in schweren Fallen von Lipimie die Norm iiber- 
schreiten kann. 

1. H., Diabetes. Serum milchig triibe. 81g Serum ergaben 1,2015 g 
Atherextrakt, d. s. 1,482°/, mit einem Cholesteringehalt von 0,2585 g, 
d. s. 0,32 °/, Cholesterin oder das 3fache der Norm. 

2. M., 22 Jabre. Diab. gra. Eisenchloridreaktion stark positiv. 
26,3 g Serum ergaben 0,1702 g Atherextrakt, d. s. 0,364°/, oder das 
3,6fache der Norm. 

3. Kl., Koma-Anfall. Serum sehr tribe. 45,5 g Serum ergaben 
0,2160 g Atherextrakt, d.s. 0,4747°/, mit einem Cholesteringehalt von 
0,38 g, d. s. 0,283 °/, oder das 3 fache der Norm. 

4. Hau., Diabetes. Serum milchig triibe. 67,2 g Serum enthielten 
0,6525 g Atherextrakt, d.s. 0,971°/, mit einem Cholesteringehalt von 
0,1944 g, d. s. 0,289°/, Cholesterin oder das 3fache der Norm. 

5. Hab., Lipimie. Serum milchig triibe. 140 g Serum ergaben 
7,4892 g Atherextrakt, d. s. 5,35 °/, mit 1,240 g Cholesterin, d. s. 0,8857 °/, 
oder das 9fache der Norm. 

6. Gro., Koma-Anfall. Blut 10 Stunden vor dem Tode entnommen. 
Serum milchig triibe. 102 g Serum ergaben 2,7745 g Atherextrakt, d. s. 
2,720 °/, mit einem Cholesteringehalt von 0,5350 g, d. s. 0,5245°/, oder 
das 5fache der Norm. 

7. Pol., Coma diab. Blut 6 Stunden vor dem Tode entnommen. 
Serum milchig triibe. 70,8 g ergaben 0,8500 g Atherextrakt, d. s. 1,201 °/, 
mit 0,1382 g Cholesterin, d. s. 0,195 °/, oder das 2fache der Norm. 

8. Sag., Coma diab. Serum milchig triibe, 48,8 g Serum ergaben 
12,811 g Atherextrakt, d.s. 26,25 °/, mit 1,0675 g Cholesterin, d.s. 2,16 °/, 
oder das 21fache der Norm. 


Aus obigen Angaben geht klar hervor, daB in allen Fallen 
von Lipimie eine Vermehrung des Cholesteringehaltes um das 
2- bis 3fache stattfindet; einzelne Male kann diese jedoch auch 
auBerordentlich groB werden und das 9- bis 20 fache der Norm 
erreichen. 

Als auBerordentlich fettreiches Organ ist das Knochenmark 


') Frankel, diese Zeitschrift 1910. 
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bekannt. Wohl liegen seit kurzer Zeit ausfiihrliche Angaben 
von Glikin’) iiber den Lecithingehalt des Knochenmarkes bei 
Menschen und Tieren vor, iiber den Cholesteringehalt ist jedoch 
so gut wie nichts in der Literatur zu finden. Es war deshalb 
notwendig, den Cholesteringehalt des normalen menschlichen 
Knochenmarkes, so weit das méglich ist, zu bestimmen. Sodann 
muBte untersucht werden, ob bei den Fallen, wo der Cholesterin- 
gehalt des Blutes auBerordentlich vermehrt ist, sich im 
Knochenmark eine Abnahme bemerkbar macht. Die folgende 
Tabelle II lat alle nétigen Daten erkennen. Das Knochen- 
mark wurde stets vorsichtig mit einem Holzspatel dem Femur 
entnommen und von allen Knochenteilchen befreit. Zur Be- 
stimmung wurde das rote und weiBe Mark in einem kleinen 
Morser innig durcheinander gemengt. 








Tabelle I. 
Cholesteringehalt des Knochenmarks. 
wa 3 lw | N 
wa p 2 ee a el. 
S2 |[sOn| sO Sy a2 i 
SS Exes Eos ERE e-c8] =F 
SE |BESiNES! $2 2\8253| 2 
Name, Krankheit, Alter | 2S |ERS/ELS/ S28 \s8=5| 
BM oe 8/9 3n/ 6838/6 a7] § 
i24g |3e@ = | < 
ra3 << alt < 
0 | 0 | 0 0 i 0 
ee oe 











may 67,36 | 26,82 | 0,5786 | 0,2314 | 

1. L., Phthise, 35 Jahre {} 39 go | 67'56 | 26:90 | 075643 | 0.2208 
2. R., Altersschwiache, 76,35 92, 66 | 70,75 | 0,2478 | 0,1892 
85 Jobes . ...- { 75,85 | 91.87 | 70,14 | 0,2395 | 0,1828 

3. Lab., Alteraschwiche, | 76,88 | 89,90 | 69.22 | 0.2528 | 0.1938 
74 dees cw ww {]77'10 90,02 | 69,30 | 0.2554 | 0.1966 
4. Pry., Apoplex., 29 4) 77,04 91,37 | 70,72 | 0,5409 | 0,4186 
chy PES 77,85 | 90,85 | 70,32 | 0,5382 | 0,4165 
5 
6 


- Schil., hegre * {160,70 | 67,35 | 40,96 | 0,6550 | 0,3976 
20 Jahre .. 


. H., Pernizidse Anim., 18,56 | 13,66 | 2,55 | 0,9988 | 0,1724 
50 A Se ae 


7. Bi., Arteriosklerose, 7,85 | ‘ Digi- 
Vien 89,41 | 98 25 | 87,85 | 0,2889 0,2128 “win of 
. Ja., Uramie, 37 J. . 43,44 | | 73, 15 | | 81, ant | 1,656 0,7193 Fs 


. Pol, Coma _ diab., 
42 pete yeaa . 65,07 | 71,02 46, 21 0.1892 0,1232 w 


10. yg Pag diab, {158,95 | 69,37 | 40,89 | 0,2034 | 0,1199 
oo j | | 
12. rg The diab., — (7757! — |1,140 A 
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1) Glikin, diese Zeitschrift 4, 235, 1907. 
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Wenn auch das Material noch nicht ausreichend genug 
ist, um exakte Schliisse zu ziehen, so scheint es doch so, 
als ob Trockengewicht und Atherextrakt mit zunehmendem 
Alter zunehmen (Fall 2, 3, 7) und der Cholesteringehalt ab- 
nimmt. Es wiirde dieses Ergebnis sehr gut mit der von 
Glikin’*) gefundenen Tatsache iibereinstimmen, da8 auch der 
Lecithingehalt des jungen Organismus im Knochenmark ein 
betrichtlich héherer ist als der des alten. Ob beim Koma 
eine Verarmung des Knochenmarkes an Cholesterin eintritt, lat 
sich aus den 5 Fallen (9 und 10) noch nicht endgiiltig beant- 
worten, jedoch scheint dies nicht der Fall zu sein, da eine 
auffallende Abnahme nicht zu konstatieren ist. _Bemerkenswert 
ist der Fall der pernizidsen Animie, wo ein kolossaler Wasser- 
reichtum unter enormem Fettverlust herrscht, ohne daB jedoch 
das Cholesterin abnorme Werte zeigt. Weitere Untersuchungen 
miissen diese Ergebnisse noch stiitzen. 

In drei Fallen ist es gelungen, die hauptsachlichsten Organe 
— Gehirn, Leber, Niere, Muskel — von schweren Diabetikern, 
die in einem Anfall von Koma erlegen waren, kurz nach dem 
Tode auf ihren Cholesteringehalt zu untersuchen. Der Uber- 
sicht halber ist das ganze Material in Tabellenform geordnet, 
und zwar jeweils nach den einzelnen Organen. 


Tabelle II. 
Cholesteringehalt des Gehirns. 
































Prozentgehalt d. “ewe 
2s ‘ gehalt an 
S3u ee Cholesterin der 
o's 5 au : 
N N ‘ aN 
ge8 g¢ o§ a4 | © § | Bemerkungen 
s.2| ¢3 | ss |] 22 | B32 
eg” | 82] #4 $2 | 20 
. be | £3] 68 | £3 
%lo %o % lo | "lo 
1. Grothe {| 2309 | 47,86 11,05 | 12,34 | 285 \| |i, Stunde 
Bahu 23,34 | 47,51 | 10,98 | 12,55 | 2,89 S| nach dem Tode 
°. Frank { 24,05 | 45,76 | 10,32 | 13,10 | 3,06 \ 4 Stdn. nach 
ee 23,42 | 46,67 | 10,93 | 12,98 | 2,96 dem Tode 
f| 24,45 | 38,87 | 9,43 | 11,17 | 2,79 y |*2Std. n.d. Tode; 
8. Polumski{} 94'9g | 38°37 | 9,81 | 11158 | 2807} | ™ 18° eetrocknet 


") Glikin, diese Zeitschr. 4, 235, 1907. 
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Tabelle IV. 


Cholesteringehalt der Muskeln. 
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Prozentgehalt d. 
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28. Atherextraktes | Cholesterin der 
oOo. & auf 
= 8 $ e3 ou 4, 8 3 
sas § g $3 § = 23 Bemerkungen 
Pe") 33 | 22/1 35 22 
fi) G2 | 2) 62 £3 
0/ 0/ 0/ 0/ 0 
cas is _ _/0 J _ 10 os & 0 aN 10 0 
SSS SS 
< Geet { 25,43 10,29 | 2,61 0,547 0,139 
st 25,62 | 995 | 2,53 | 0,606 0,162 
‘i. 25,28 | 1659 | 419 | 0.956 | 0,242 
2. Franke {| 9596 | 16,17 | 408 | 0.742 0,187 
3. Polumski 27,18 10,70 | 2,89 0,452 0,122 bei 18° im 
Vakuum getr. 
Tabelle V. 
Cholesteringehalt der Leber. 
|| Prozentgehalt d. wey 
aa Atherextraktes Prosentgehalt an 
aon Cholesterin der 
OM g auf 
28 = ~ ose LN aN 
sas 8 E 3 E 8 a &§ | Bemerkungen 
222} 823 28] 32 | ge 
a a2 | 2] 68 | &3 
“lo lo *lo lo *lo 
1. Groth { 27,11 17,53 4,75 ] 1,06 0,28 
Poss iays 27,07 | 15,41 | 4,18 — = 
S Beste J 26,31 14,64 3,84 1,23 0,32 
- Brame (] 26,28 | 14,11 | 8,70 | 1,20 | 0,81 
Tabelle VI. 
Cholesteringehalt der Leber. 
ox Sd Prozentgehalt d. BASAL 
2, Prozentgehalt an 
£8 Atherextraktes | Cholesterin der 
OM & auf 
= 8 s | x . a | 
sas 8 ¢ 23 8 & &3 Bemerkungen 
Bg*| 38 #2 | 33 83 
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H @ N a “2 
0; 0/ 0/ 0; 0 
lo i es lo lo __/o a 
22,31 | 20,15 | 446 | 1,52 | 0,341 
1. Grothe {} 99’37 | 2046 | 478 | 1626 | 0'375 
21,21 17,66 | 3,77 1,626 | 0,348 
2. Franke {} 91'57 | ig'75 | 400 | 11743 | 0'374 
. 21,89 19,35 4,33 1,65 0,362 bei 18° im 
8. Polumski{} 91’95 | 19°72 431 | 182 | 0'399 | Vakuum getr. 
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Vergleicht man die so erhaltenen Daten mit den sonst 
sich in der Literatur findenden, soweit dieselben fiir die ein- 
zelnen Organe iiberhaupt bekannt sind, so ersieht man, daB 
im Coma diabeticum keine Verarmung der Organe an Chole- 
sterin eingetreten ist’). Der normale Cholesteringehalt des mensch- 
lichen Gehirns*) wird, auf frische Substanz berechnet, zu 3,07 bis 
3,7 °/, angegeben, also Zahlen, die nicht von den hier erhaltenen 
nennenswert abweichen. 

Der Cholesteringehalt des Muskelfettes scheint iiberhaupt 
noch nicht bestimmt zu sein. Uber die Nieren finden sich bei 
Klemperer einige Angaben; nach ihm ist der Gehalt der 
normalen Niere an Cholesterin 0,2 bis 0,35, nach Windaus 
0,25 bis 0,29. Die Diabetikernieren enthielten in den hier 
vorliegenden Fiillen sogar stets noch etwas héhere Cholesterin- 
werte, dasselbe wurde auch schon von Klemperer beobachtet, 
der bei Koma 0,30 bis 0,39 *}, angibt, Zahlen, die mit den 
unsrigen ausgezeichnet iibereinstimmen. Uber den Gehalt der 
Leber an Cholesterin liegen bis jetzt nur die Angaben von 
Klemperer und Umber (Il. c.) vor, die in zwei Fallen von 
Koma 0,236 resp, 0,269°/, Cholesterin gefunden haben, An- 
gaben, die mit den unsrigen ziemlich gleichlautend sind. 

Jedenfalls ist ersichtlich, daB trotz der oft enormen 
Cholesterinmenge, die bei manchen schweren Fallen von Dia- 
betes und Lipamie im Blute kreist, keine Abnahme der Or- 
gane an diesem Bestandteil eintritt. Sowohl Gehirn, wie 
Knochenmark, Leber, Niere und Muskel lassen keinen Unter- 
schied von der Norm erkennen. 





1) Zitiert nach Klein, diese Zeitschr. 29, 470, 1910. 
*) Vgl. auch Klemperer, Deutsche med. Wochenschr. 36, 2373, 
1910. 











Uber die katalytische Hydrierung von Cholesterin 
und Cholesterylen’). . 


Von 
F. F. Nord. 


(Aus dem chem.-techn. Institut d. Techn. Hochschule, Karlsruhe i. B.) 


(Eingegangen am 4. September 1919.) 


Bei den Untersuchungen iiber die katalytische Reduktion 
von Fetten mit Palladium”) ist wiederholt gezeigt worden, wie 
es gelingt, ohne jegliches Schutzkolloid, unter Verwendung von 
Palladiumchloriir und Wasserstoff allein, Fette zu hydrieren 
und so die ungesattigten Fettsiurerester in gesittigte iiber- 
zufiihren. Auch bei der friiher*) beschriebenen Reduktion von 
Alkaloiden war es nicht ndétig, eine kolloide Lésung des Kata- 
lysators zu verwenden, wie dies bei der Hydrierung unge- 
sittigter Aldehyde und Ketone der Fall war. 

Bei den Versuchen, aromatische und heterozyklische Ver- 
bindungen zu hydrieren, hat sich ergeben, dab die Eigenschaft, 
beim Schiitteln mit Wasserstoff, Palladiumchloriir und Gummi- 
arabicum eine kolloide Lésung zu geben, speziell den Aldehyden 
und Ketonen zukommt. 

Da nun einer kolloiden Lésung des Katalysators infolge 
ihrer gréBeren Oberfliche unbedingt eine gréBere Wirksamkeit 
zuzuschreiben ist, wie noch so fein verteiltem ausgefilltem 
Katalysator, war man bestrebt, zur Reduktion direkt eine 
kolloide Lésung zu verwenden. 





1) Diese Arbeit war bereits im November 1913 vollendet, die Ver- 
offentlichung hat sich jedoch durch die Kriegsverhaltnisse verzégert. 
*) F. F. Nord, Zeitschr. f. angew. Chemie. 32, I. 305, 1919. 


*) B. 45, 3316, 1912. 
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Es gelang nun, vor einiger Zeit im hiesigen Institut fest- 
zustellen’), daB beim Kochen von Kaliumplatinchloriir bzw. 
Palladiumthloriir, Gummiarabicum und Soda das entstehende 
Metallhydroxydul nicht zur Abscheidung gelangt, sondern kolloid 
gelést bleibt. Durch Schiitteln mit Wasserstoff wurde aus diesem 
kolloiden Hydroxydul das kolloide Metall selbst erhalten, das 
sich nun zu zahlreichen Reduktionen sehr vorteilhaft verwenden 
lieB und eine Reihe von K6rper der katalytischen Reduktion 
erschlossen hatt 

Diese kolloide Lésung habe ich bei der Reduktion des 
Cholesterins benitzt, das sich gegeniiber allen Reduktions- 
mitteln*) als auBerst widerstandsfihig erwiesen hat und bis 
dahin selbst der katalytischen Reduktion*) schwer zuginglich 
gewesen ist. 

Wihrend Latschinoff*), Walitzky®) und O. Hesse*) die 
empirische Formel C,,H,,0 fiir das Cholesterin aufgestellt haben, 
wurde dann laingere Zeit die Formel C,,H,,O angenommen, 
die dann durch die von Reinitzer’) vorgeschlagene und ziem- 
lich sicher bewiesene Formel C,,H,,O ersetzt wurde. Die Kon- 
stitution ist noch immer nicht vollig aufgeklairt. In guter 
Ubereinstimmung mit den experimentell gefundenen Tatsachen 
steht die von Windaus*) vorgeschlagene Formel: 


CH,. 
_. >CH-CH,-CH, —C,,H,,-CH: CH, 
CH,’ i oe 
CH, CH, = 0,,H,,0, 
i, 
CH 
| 
OH 


nach welcher Cholesterin ein einwertiger, ungesattigter, sekun- 
darer Alkohol ist, der die Hydroxylgruppe in einem hydrierten 
Ring enthalt. Die Doppelbindung gehért einer endstindigen 

1) A. Skita u. W. A. Meyer. B. 45, 3585, 1912. 

®) C. Neuberg, B. 39, 1155, 1906. — A.Windaus, B. 40, 2639, 1907. 

8) B. 41, 2200, 1908. 

*) B. 10, 82, 232, 2059, 1877. 

5) B. 9, 1310, 1876. — 11, 1937, 1878. 

®) A, 192, 178, 1878. 

) M. 9, 421, 1888. 

8) B. 41, 2558, 1908. — Arch. d. Pharm. 246, 117, 1908. 
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Vinylgruppe an. Ob eine oder zwei Doppelbindungen vorhanden 
sind, ist noch nicht vdéllig aufgeklart. 

Die Addition von zwei Atomen Chlor oder Brom sowie 
die von Tschugaeff und Kock’) ausgefiihrte spektrochemische 
Messung deuten auf eine, die Ozonzahl von Molinari und 
Fenaroli*) bzw. Dorée*) auf zwei Doppelbindungen. 

Die von Willstatter und Mayer‘) ausgefiihrte kata- 
lytische Hydrierung des Cholesterins bei Gegenwart von Platin- 
schwarz in atherischer Lésung ergab nach zweitagiger Dauer 
ein gesaittigtes Produkt. 

Bei der von mir ausgefiihrten katalytischen Hy- 
drierung mit kolloidem Platin fand ich, da® die Ab- 
séttigung in Acetonlésung schon nach etwa 20 Minuten 
eindeutig durch Aufnahme der fiir eine Doppelbindung 
berechneten Menge Wasserstoffs erfolgte. 

Das so erhaltene Produkt war Dihydrocholesterin und hatte 
die selben Eigenschaften wie “das Praparat von Willstatter 
und Mayer. 

Die 6fter wiederholten Versuche gaben dasselbe Resultat 
mit einer Ausnahme, bei der die Wasserstoffaufnahme etwa 
2 Mol entsprach und der Schmelzpunkt des erhaltenen Pro- 
duktes nach dem Umkrystallisieren 121,5° war. Die auBer- 
halb der Fehlergrenze liegenden Werte des Kohlenstoffs: 

berechnet: C 79,94°/,, 

gefunden: C 79,4°/,, 
bei der Elementaranalyse veranlaBten mich zur Herstellung der 
Acetylverbindung des entstandenen Produktes, das aber merk- 
wirdigerweise die charakteristischen Fluorescenzerscheinungen 
des nicht hydrierten Cholesterylacetats zeigte, und auch im 
Schmelzpunkt mit diesem iibereinstimmte. 





Bei der katalytischen Zersetzung des Cholesterins mit 
Kieselgur erhielten Steinkopf und Winternitz®) ein fliissiges, 


1) A. 385, 352, 1911. 

*) B. 41, 2785, 1908. 

3) Soc. 95, 638, 1909. 

*) B. 41, 2199, 1908. 

5) Dissert. des letzteren, Karlsruhe 1913. — Vgl. auch Mautner 
und Suida, M. 17, 38, 1896. 
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stark fluorescierendes Cholesterylen. Sie erklaren das Ent- 
stehen dieses K6rpers durch die Bildung des Cholesterylathers 
aus 2 Mol Cholesterin unter Wasseraustritt, das seinerseits 
durch weiteren Wasserverlust in Cholesterylen iibergeht: 


2 C,,H,,O—H,O — C,,H,,0C,,H,,—H,O —+>2 C,,H,,. 


Der ungesattigte Charakter dieser Verbindung wurde durch 
die Trichloressigsiurereaktion, die die charakteristische Rot- 
farbung gab, und durch die Bildung eines Niederschlages bei 
der Versetzung der methylalkoholischen Lésung der Substanz 
mit Quecksilberacetat') nachgewiesen. 

Die Absittigung dieses Kérpers auf katalytischem Wege 
wurde an zwei Proben versucht. Das erhaltene Produkt hatte 
hoch viscose Konsistenz und zeigte keine Fluorescenz. Auch 
konnte der gesittigte Charakter der erhaltenen Verbindung 
durch Ausbleiben der Tschugaeffschen*) Reaktion nachge- 
wiesen werden. B 

Aus den Cholesterylen hatte sich das Cholestan gebildet. 


Experimenteller Teil. 


Apparatur. 


Fiir diese Versuche war dadurch, daB die Reduktion bei 
gewohnlicher Temperatur und keinem bedeutenden Uberdruck 
erfolgte, die Méglichkeit gegeben, durch eine verhaltnismaBig 
einfache Apparatur*) die Wasserstoffabsorption zu messen. Sie 
besteht aus einem auf eine Schiittelmaschine montierten Re- 
aktionsgefaB (Sektflasche) und dem damit verbundenen Gas- 
behalter (Messingzylinder), in dem der Wasserstoff unter dem 
Druck einer flieBenden Wasserleitung steht. Die Regulierung 
des Druckes erfolgt dadurch, da das ausstrémende Wasser 
noch den Widerstand einer Quecksilbersiule zu iiberwinden 
hat, deren Hohe je nach dem erwiinschten Wasserstoffiiberdruck 
760 mm oder den entsprechenden Teil dieser Hohe betragt. 
Die Wasserstoffabsorption wird an einer, am Messingzylinder 
befindlichen Skala verfolgt. 





1) J. TauB, Dissert. Karlsruhe 1911. 
®) J. d. russ. physik.-chem. Ges. 82, 363. — Fr. 43, 724, 1904. 
%) F. F. Nord, B. 52, 1709, 1919. 
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Versuche. 


1) Hydrierung vonCholesterin. 5 gCholesterin (Schmelz- 
punkt 145 bis146°) wurden in 400 ccm frisch destilliertem Aceton 
gelést und mit 25 ccm kolloider Palladiumlésung (1 ccm = 
0,0016 g Pd) versetzt. Nach dem Einfiillen der Fliissigkeit in 
das Reaktionsgefai8 wurde dasselbe evakuiert, mit dem,Wasser- 
stoffbehalter verbunden und mit Wasserstoff bei 1 Atmosphire 
Uberdruck geschiittelt. Es wurden absorbiert: 

nach 7 Minuten 0,04 1 Wasserstoff, 
» 20 ” 0,30 1 ” 
Nach dieser Zeit war keine weitere Wasserstoffaufnahme zu 
verzeichnen. Die theoretische Wasserstoffaufnahme betriagt fiir 
5 g Cholesterin 0,291 bei 20° und 760 mm. 

Nach Beendigung der Reaktion wurde das Aceton durch 
AnschlieBen des SchiittelgefiBes an die Wasserstrahlpumpe ent- 
fernt. Das erhaltene Produkt besaB 1 Mol Krystallwasser und 
zeigte nach dem Umkrystallisieren den Schmelzpunkt von 141°, 
der sich nach weiterem dreimaligem Umkrystallisieren aus 
Alkohol bzw. Petrolither nicht anderte. 

0,3144 g Substanz gaben 0,0135 g H,O 
C,,H,,0 + H,O (406): Ber.: 4,43°/, H,O; gef.: 4,29°/, H,O. 
0,1784 g Substanz gaben 0,5454 g CO,, 0,2023 g H,0. 
C,,H,,O (388): Ber.: 83,43°/, C, 12,45°/, H; 
gef.: 83,37°/, C, 12,61°/, H. 
Das durch Kochen von 2 g Dihydrocholesterin mit 2 g Essig- 
séureanhydrid wahrend 2*/, Stunden hergestellte Acetylderivat 
zeigte nach dem Umkrystallisieren aus Alkohol den richtigen 
Schmelzpunkt von 110°. Die von Reinitzer beobachteten 
Farbenerscheinungen des Cholesterylacetats konnten nicht wahr- 
genommen werden. 
2) Hydrierung von Cholesterylen. 5 g Cholesterylen 


- 


1 
(M.G. = 368; Sd.P.,, = 246-256°; [«] > — 41,00 wurden in 


350 ccm Aceton gelést und a) in Gegenwart von 20 ccm kol- 
loider Palladiumlésung (1 ccm = 0,0016 g Pd), b) in Gegenwart 
von 10 ccm kolloider Platinlésung (1 ccm == 0,0035 g Pt) nach 
Evakuieren des die Lésung enthaltenden ReaktionsgefaiBes mit 
Wasserstoff geschiittelt. Es wurden absorbiert: 
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a) nach 6 Minuten 0,08 1 Wasserstoff 
22 5 wel * 
23 ” 0,30 1 ” 


» 62 ” 0,34 1 “ 

b) » 12 “ 0,20 1 S 

* we ” 0,22 1 ” 

q » 39 “ 0,32 1 ” 


Die theoretische Wasserstoffaufnahme betrigt fiir 5 g 
Cholesterylen 0,321 bei 20° und 750 mm. In Gegenwart von 
Platin ging die Reaktion etwas rascher vor sich. Zwecks Iso- 
lierung des Cholestans wurde das Aceton abdestilliert, und das 
Ol mit der gleichen Menge Quecksilberacetat (um Spuren von 
etwaigem Cholesterylen zu entfernen) in methylalkoholischer 
Lésung 6'/, Stunden lang am RiickfluBkiihler gekocht. Nach 
dem Abdestillieren des Lésungsmittels wurde das 0] mit Wasser 
gefallt und im Vakuum fraktioniert. Sdp.,, == 269 bis 271°. Das 
erhaltene Produkt war dickfliissig, zeigte keine Fluorescenz und 
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war rechtsdrehend. [a] D 














Ober Ammoniakbestimmung im Harn. 
Mit Bemerkungen zur Methodik des Mikro-Kjeldahl. 


Von 


Ludwig Pincussohn. 
(Aus der zweiten medizinischen Klinik der Charité, Berlin.) 


(Eingegangen am 5. September 1919.) 


Mit 1 Figur im Text. 


Die bisher meist verwandten Methoden zur Bestimmung 
des Ammoniaks im Harn haben gewisse Nachteile. Nach meinen 
Erfahrungen gibt die Kriiger-Reich-Schittenhelmsche 
Methode, die ich friiher fast ausschlieBlich anwandte, ausge- 
zeichnete Ergebnisse. Als Nachteil ist die etwas schwierige 
Apparatur- zu bezeichnen, besonders unter den heutigen Verhalt- 
nissen ist der ziemlich erhebliche Gebrauch an Alkohol stérend. 
Ein Nachteil ist ferner die verhaltnismaBig groBe Menge von 
Harn, aus der Ammoniak ausgetrieben wird. Je gréBer die an- 
gewandte Harnmenge ist, um so linger ist die Zeit, die man 
zur Austreibung braucht, ganz besonders wenn die Wasserver- 
haltnisse fiir den Betrieb der Luftpumpe nicht vollstandig ge- 
niigend sind. Letzterer Punkt kommt in ganz besonderem Mabe 
in Betracht fiir die Ubertreibungsmethode nach Folin, die sonst 
ebenfalls zuverlassige Resultate gibt. Die von Steyrer modi- 
fizierte Nenckische Methode, die auch gut arbeitet, leidet eben- 
falls daran, daB die Apparatur nicht ganz einfach ist und die 
verwandten Harnmengen ziemlich groBe sind. Die friiher vielfach 
angewendete Methode von Schlésing, die jetzt wohl nur noch 
vereinzelt in klinischen Laboratorien benutzt wird, ist zunachst 
einmal sehr zeitraubend, da mehrtiagiges Stehen vor der Ti- 
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trierung notwendig ist; da fiir jede Bestimmung auBerdem ein 
Exsiccator oder ahnlicher Apparat gebraucht wird, kénnen stets 
nur wenige Versuche nebeneinander ausgefiihrt werden. Sie 
arbeitet iibrigens, wenn alle VorsichtsmaBregeln getroffen werden, 
ganz zuverlassig, wie die Ergebnisse alterer Autoren zur Ge- 
niige zeigen. Neuerdings hat Folin Methoden ausgearbeitet, 
um direkt die durch das Harnammoniak hervorgerufene Far- 
bung mit NeBlers Reagens zur Ammoniakbestimmung zu _be- 
nutzen. Zwar hat Folin Wege angegeben, wie die duBerst 
stérend wirkenden anderen Harnbestandteile in ihrer Wirkung 
auf die Farbung und besonders die Klarheit der Lésung aus- 
zuschalten sind; immerhin gelingt die Methode vielfach doch 
nicht so, daB sie der Ammoniakbestimmung nach dem Uber- 
treiben gleichwertig ware. 

Da es mit Hilfe passender Indicatoren sowie colorimetrisch 
gelingt, auch kleine Ammoniakmengen mit Sicherheit genau zu 
bestimmen, so lag der Gedanke nahe, diese Erfahrung, die man 
besonders bei der Bestimmung kleiner EiweiBmengen usw. 
nach dem Mikro-Kjeldahlverfahren gemacht hat, auch fiir die 
Bestimmung des Ammoniaks im Harn anzuwenden. Als er- 
heblicher Vorteil erweist sich dabei der Umstand, da8 eine 
Austreibung des Ammoniaks aus kleinen Mengen Filiissigkeit 
ungleich leichter quantitativ gelingt, als aus gréferen. Da 
das Durchblasen oder das Saugen, wenn nicht eine sehr gute 
Wasserstrahlpumpe zur Verfiigung steht, nicht geniigt, um auch 
aus kleinen Mengen ammoniakhaltiger Fliissigkeit dieses Gas 
quantitativ auszutreiben, verbinde ich das Durchsaugen mit 
Hilfe einer Wasserstra!\lpumpe mit gelindem Erhitzen im Wasser- 
bad auf 45 bis 50°, nachdem ich zur Spaltung der Ammoniak- 
salze etwas konzentrierte Natriumcarbonatlésung zugesetzt habe. 
Bei der genannten Temperatur und der fiir die Austreibung aus 
2 cem (bei sehr geringem Ammoniakgehalt etwas mehr) notigen 
*Zeit, die 10 Minuten nicht iibersteigt, tritt eine Umwandlung 
von Harnstoff in Ammoniak mit Sicherheit nicht ein, wie Kon- 
trollen ergaben. Die von mir benutzte Apparatur, die man sich 
ohne weiteres selbst herstellen kann, ist die folgende (s. Fig. 1). Ich 
bemerke hierbei, daBS man, wenn irgend mdglich, mit Jenaer 
Glas arbeiten soll, obgleich auch bei Anwendung gewohnlichen 
guten ausgedimpften Laboratoriumglases ins Gewicht fallende 
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Fehler nicht zu befiirchten sind. Anwendung von Quarzapparaten 


halte ich fiir iiberfliissig. 

A ist ein Mikro-Kjeldahlkolben, der mit einem Gummistopfen mit 
zwei Bohrungen verschlossen ist. Das Glasrohr b, das bis fast auf den 
Boden reicht, ist oben mit dem kleinen Trichter c armiert. Das Rohr d, 
das durch die andere Bohrung gefiihrt ist, setzt sich in einem gebogenen, 
sich erweiternden Rohr e fort, das angebracht ist, um ein Uberspritzen 
von Fliissigkeit zu verhindern bzw. unschadlich zu machen. Statt die- 
ser Vorrichtung kann man auch einen sogenannten Kjeldahl-Aufsatz 














verwenden. Mit Hilfe eines Gummistopfens ist ein rechtwinklig ge- 
bogenes Rohr f angefiigt, das in einen Kiihler K miindet. Die Fort- 
setzung des Kiihlers bildet das Rohr g, das durch einen Gummistopfen 
in das Auffangegefa8 H fiihrt und in diesem fast auf dem Boden endigt. 
Durch die zweite Bohrung des das AuffangegefaB verschlieBenden Gummi- 
stopfens fiihrt ein mit einer kugligen Erweiterung versehenes Rohr i 
zur Luftpumpe. 

Die Ammoniakbestimmung gestaltet sich, wenn man 
die Titrationsmethode anwenden will, folgendermafen. 

Das AuffangegefaB H wird mit 5 com */,.-H,SO, und ungefahr 
der gleichen Menge destillierten Wassers beschickt. In den Destillations- 
kolben A werden 2 com — wenn der Ammoniakgehalt sehr gering ist, 
5 cem — frischer oder sorgfaltig konservierter Harn eingefillt und 
10 com destilliertes, ammoniakfreies Wasser zugefiigt. Der Kolben wird, 
in ein Becherglas eingesenkt, an die Apparatur angesetzt, die Verbin- 
dungen iiberall nachgesehen und die Kiihlung angestellt. Unter dem 
Wasserbad wird eine kleine Flamme angesteckt und mit Hilfe der Luft- 
pumpe ein langsamer Luftstrom durch das System durchgesaugt. Man 
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gieBt durch den Trichter c 1 bis 2 ccm gesittigte Natriumcarbonatléung 
und spilt mit einigen Tropfen Wasser nach. Man la8t die Luftpumpe 
langsam starker arbeiten und fahrt damit 10 Minuten lang fort, nach- 
dem das Wasserbad die Temperatur von 45° erreicht hat. Man achtet 
natiirlich darauf, daB die Filiissigkeit im AuffangegefaiB nicht so stark 
in Wallung gerat, daB sie bis oben heran schlagt. 10 Minuten, nachdem 
das Wasserbad die Temperatur von 45° erreicht hat, wird durch Ab- 
stellen der Luftpumpe — da das System offen ist, kommt ein Zuriick- 
steigen nicht in Frage — die Destillation unterbrochen. Man nimmt 
das AuffangegeféB vom Stopfen ab und titriert nach Zusatz von einem 
Tropfen Methylrot mit */,9-Lauge und berechnet das Ammoniak in iib- 
licher Weise. 


Die Resultate, die man mit der Methode erhalt, sind durch- 
aus exakte. 


Die Titration mit dem von Pregl angegebenen Methylrot ist 
sehr leicht, der Umschlag bei "/,9-Lésungen absolut scharf. Da es sich 
im wesentlichen ja nur um ein bekanntes Verfahren in kleinerem MaB- 
stabe handelt, kann es jeder einigermaBen ausgebildete Arbeiter ohne 
Schwierigkeit sofort durchfiihren. Zudem iibertrifft es in der Sohnellig- 
keit die Kriiger-Reich-Schittenhelmsche Methode ganz betrachtlich. Auch 
fiir die Titration sind besondere Mikrobiiretten nicht notwendig: es ge- 
niigen vollstandig in */,) com geteilte Biiretten, wie sie auch sonst zu 
Titrationen angewendet werden, bei denen man '/,. ccm ablesen kann. 

Besonders in amerikanischen Laboratorien hat die colori- 
metrische Ammoniakbestimmung immer gréBere Ver- 
breitung gefunden. In der Tat gibt das NeBlersche Reagens 
mit reinen Ammoniak- bzw. Ammonsalzlésungen Farbungen, 
die in ihren Konzentrationen eine quantitative Bestimmung 
ohne Schwierigkeit erlauben. Will man, in Anlehnung an die 
Folinsche Methode, das Ammoniak colorimetrisch bestimmen, 
so bleibt die Apparatur und die sonstige Methode in ihrer 
Ausfihrung unverindert. 


Der einzige Unterschied ist, daB in das AuffangegefaéB statt der 
®/,9-Lésung 1 bis 2 com */,,-Séure und dazu ungefahr 10 ccm destillier- 
tes Wasser hereingetan wird. Nach vollendeter Abtreibung des Ammoniaks 
iiberfiihrt man den Inhalt des AuffanggefaBes in ein MeBkélbchen von 
100 com Fassungsraum, verdiinnt mit destilliertem Wasser bis ungefahr 
zur Halfte und gibt dann 5 com NeBlers Reagens, das man vorher mit 
20 ccm destillierten Wassers verdiinnt hat, hinzu. Man fillt darauf mit 
Wasser bis zur Marke auf. In ein anderes Kélbchen gibt man 50 ccm 
einer Lésung, die in diesem Quantum 1 mg Stickstoff in Form von 
Ammonsulfat enthialt. Die hierzu erforderliche Lésung wird hergestellt, 
indem man 0,0943 g Ammonsulfat in 1000 om destilliertem Wasser auf- 
lést. Man gibt auch hier 5 com NeBlers Reagens verdiinnt mit 20 com 
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Wasser hinzu und fiillt bis zur Marke auf. Nachdem beide Lésungen 
1, Stunde gestanden haben, wird im Colorimeter verglichen und auf 
Grund des Satzes, daB die Schichtdicken den Konzentrationen umgekehrt 
proportional sind, der Stickstoffwert der zu analysierenden Lésung fest- 
gestellt. Ist s die Schichtdicke der Testlésung, c ihre Konzentration 
S die Schichtdicke und C die gesuchte Konzentration der zu unter- 
suchenden Lésung, so ergibt sich 


c-s 
C= | 
S 
Da die angewandte Testlésung in 100 cem 1 mg enthilt, c also 
gleich 1 mg ist, so ergibt sich der Prozentgehalt der untersuchten Lésung 


in mg Stickstoff zu 8 
C=5. 

Die colorimetrische Methode gibt in der Hand geiibter 
Beobachter durchaus zuverlissige Werte. Vergleichsbestimmungen 
zwischen dem titrimetrischen und colorimetrischen Nachweis 
des Ammoniaks ergaben, daB die erhaltenen Zahlen gleich- 
wertig sind. Ein Vorteil dieser Methode ist, daB die in das 
AuffangegefaiB8 einzubringende Saure nicht genau abgemessen 
zu werden braucht, da die Menge auf die Reaktion, wenigstens 
in den in Betracht kommenden Grenzen, ohne EinfluB ist. Als 
weiterer Vorteil mag gelten, daB das Resultat sich nicht andert, 
wenn durch einen ungliicklichen Zufall etwas Alkali in das 
AuffangegefaéB iiberspritzen sollte, da das NeBlersche Reagens 
nur Ammoniak bzw. Ammonsalze anzeigt. Als Nachteil ist 
zunachst zu bezeichnen, da8 man ein gutes Colorimeter braucht. 
und daB die Einiibung der Colorimetrie iiberhaupt und _ be- 
sonders auch fiir jede Farbennuance einen geiibten Beobachter 
erfordert. LaBt man farbentiichtige Personen ohne geniigende 
Praxis ablesen, so macht man die Erfahrung. da’ ihre Werte 
im Anfang erheblich schwanken und daf erst mit zunehmender 
Ubung eine gewisse Sicherheit eintritt, die mit der Zeit fort- 
laufend zunimmt. Ferner liest jeder mehr oder weniger sub- 
jektiv ab, so daB Auswechslung eines Beobachters gegen einen 
anderen, wenn auch ebenso geiibten, immerhin gewisse Fehler 
mit sich bringt. Dazu kommt, da8 nur innerhalb gewisser 
Konzentrationen die Ablesungen wirklich gute werden; man 
wird also, wenn die erhaltene Farbung zu hell oder zu dunkel 
ausfallt, unter Umstainden den Versuch mit mehr oder weniger 
Substanz wiederholen miissen. Bei allen diesen Betrachtungen 
ist natirlich schon vorausgesetzt, daB fiir jede Bestimmung 
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eine Reihe von Ablesungen, mindestens sechs, gemacht werden 
und aus diesen das Mittel genommen wird. Fallen einige Werte 
in erheblichem MaBe aus der Reihe, so ist es erforderlich, noch 
eine weitere Anzah] Ablesungen zu machen und aus den ge- 
samten Werten das Mittel zu nehmen. Es braucht wohl nicht 
erwahnt zu werden, daB auch abweichend erscheinende Ab- 
lesungen nicht zu streichen, sondern bei der Berechnung des 
Mittelwertes mit in Anschlag zu bringen sind. Endlich muBb 
noch gesagt werden, daB die colorimetrische Bestimmung sich 
nicht schneller ausfiihren 146+ als die titrimetrische. 

Bedenkt man diese Verhiltnisse, so wird man sich dazu 
entschlieBen, der titrimetrischen Methode den Vorzug zu geben. 
Man arbeitet hierbei unter bekannten Verhaltnissen, man ist unab- 
hangig, wenn man geniigend Saure vorlegt, von dem Ammoniak- 
gehalt der zu analysierenden Lésung, man ist in weitem Mabe 
frei von subjektiven Fehlern und man erspart die Anschaffung 
eines besonderen Apparates. Ich will hiermit keinesfalls den 
Wert der colorimetrischen Methode fiir manche Untersuchungen, 
bei denen uns exakte chemische Methoden nicht zur Verfiigung 
stehen, leugnen. Fiir die Ammoniakbestimmung jedoch ist sie 
durchaus entbehrlich, besonders auch deshalb, weil sie nicht 
mehr leistet als die titrimetrische Methode in passender Form. 

Bei Berechnung der Resultate mu8S man _natiirlich 
beriicksichtigen, daB bei den kleinen Mengen, die hier in Frage 
kommen, schon kleine Fehler Verschiebungen verursachen konnen. 
Es braucht wohl nicht gesagt zu werden, daB man in Réumen, 
die Ammoniakdampfe enthalten, weder die Titration noch die 
Destillation ausfiihren darf. Durchaus erforderlich ist ferner, 
da8B man mit den simtlichen Reagenzien, die man fiir die Be- 
stimmung braucht, von Zeit zu Zeit, sicher aber beim ersten 
Gebrauch eines neuen Reagens, einen Leerversuch anstellen 
muB, dessen Ergebnis bei Berechnung der erhaltenen Resultate 
in Riicksicht gezogen werden muB. Besonders die Schwefel- 
siure enthalt regelmaéSig Ammoniak; ich habe Spuren davon 
auch in der von Merck fiir die Bangsche Methode gelieferten 
,reinsten Schwefelsiure“ gefunden. Hieraus ergibt sich ohne 
weiteres, daB man die Reagenzien stets in gleicher abgemessener 
Menge hinzufiigen mu8. Diese Betrachtungen gelten nicht so 
sehr fiir die Ammoniakbestimmung, sondern hauptsichlich fiir 
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die in folgendem naher zu schildernde Bestimmung des Stick- 
stoffs in kleinen Mengen EiweiB, des Reststickstoffs im Blute usw. 


Die beschriebene Methode, Ammoniak iiberzutreiben, 
kann natiirlich auch fiir alle Faille angewendet werden, wo 
man nach der Kjeldahlmethode den Stickstoff im EiweiB, 
in eiweiBahnlichen Sustanzen und dergl. zu bestimmen hat. 
Besonders wichtig erscheint der Nachweis des unkoagulablen 
Stickstoffs, des Reststickstoffs im Blute, Korperfliissigkeiten, 
Organextrakten. Zur Bestimmung des Reststickstoffs im Blute 
gehe ich folgendermafen vor. 


Steht nicht zu wenig Material zur Verfiigung, so werden in einem 
MeBkélbchen, das 100 ccm faBt, 2 com Serum mit destilliertem Wasser 
so weit verdiinnt, daB das Kélbchen bis zur Halfte gefiillt ist. Hierzu 
fiigt man gieBend 5 ccm kolloidales Eisenhydroxyd, das gut dialysiert, 
also salzfrei sein mu8. Eine Priifung des Materials mu8 jedesmal vor- 
her geschehen. Nach leichtem Umschwenken werden 2 ccm konzentrierte 
Magnesiumsulfatlésung zugegeben, bis zur Marke aufgefiillt und gut ge- 
mischt. Man filtriert durch ein trockenes Filter in ein trockenes GefaB 
und stellt mit einigen Kubikzentimetern eine empfindliche Eiwei8probe, 
z. B. mit Sulfosalicylsiure an. Bei richtiger Arbeit und Verwendung 
guter Materialien fallt diese Probe regelmaBig negativ aus. 50 ccm 
des Filtrates, die also den Reststickstoff von 1 ccm Serum ent- 
halten, werden in einem Mikro-Kjeldahlkolben unter Zusatz von 0,5 ccm 
10°/,iger Kupfersulfatlésung und 1 ccm konzentrierter Schwefelsdure in 
iiblicher Weise verbrannt; zum Schlu8 ist darauf zu achten, daB die 
Lésung nicht austrocknet, damit ein Verlust an Ammoniak vermieden 
wird. Zur Destillation verdiinnt man den Kélbcheninhalt mit 15 cem 
Wasser, beschickt das AuffangegefaB mit 5 ccm "/,.-Saéure und setzt 
das Kélbchen an. Statt in ein Wasserbad wird der Destillierkolben auf 
ein Drahtnetz aufgesetzt. Man la8t einen ganz schwachen Luftstrom 
durch das System gehen und gibt nun durch den kleinen Trichter 4 ccm 
33°/,ige reinste Natronlauge, spiilt mit der gleichen Menge destillierten 
Wassers nach und steckt unter dem Drahtnetz eine kleine Flamme an, 
Man lat die Luftpumpe starker gehen und steigert die Erhitzung des 
Kélbchens langsam bis zum Sieden, achtet aber durch Regulieren der 
Flamme und der Luftdurchleitung darauf, daB ein Spritzen vermieden 
wird. Die Kiihlung ist bereits vorher aufgedreht worden. Lingstens 
10 Minuten, nachdem die Fliissigkeit zu sieden begann, ist die Destil- 
lation beendet, man dreht die Flamme ab, saugt noch einige Minuten 
weiter, und verfahrt dann in der vorher beschriebenen Weise. Der 
Leerversuch ist natiirlich hier, wo so viele verschiedene Reagenzien be- 
nutzt werden, unerlaBllch. 


Ist weniger Material vorhanden, so kann man z. B. auch mit 1 ccm 
Blutserum auskommen, die EnteiweiBung in einem 50-ccem-Kélbchen 
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mit der Halfte der obengenannten Reagenzien ausfiihren und zur Ver- 
brennung 40 oder 35 ccm des Filtrates benutzen, entsprechend 0,8 oder 
0,7 ccm Blutserum. 

Die gleiche Methode kann man anwenden, wenn man 
z. B. in geringen Mengen Organextrakten den unkoagulablen 
Stickstoff bestimmen will. Mir hat sie z. B. bei Meerschweinchen- 
organen sehr gute Dienste geleistet. Besonders bei den heutigen 
teuren Tierpreisen ist es sehr angenehm, wenn man mit den 
kleinen Laboratoriumstieren arbeiten kann. Auch sonst wird 
sie sich vielfach mit Vorteil anwenden lassen. 


Wie schon oben gesagt, sind die Ergebnisse der Methode 
durchaus genaue. Sowohl Bestimmungen mit reinen Substanzen, 
wie auch Parallelbestimmungen ergaben durchaus genaue Werte, 
die Fehlergrenze betrug im Durchschnitt 2°/,. Fiir die weit- 
aus meisten Fille werden die fiir die Methode erforderlichen 
Substanzmengen zur Verfiigung sein. Das gilt besonders auch 
bei klinischen Untersuchungen. Bei solchen Fragestellungen, 
wo eine sehr haufige Untersuchung, z. B. des Blutes auf Rest- 
stickstoff, erforderlich ist, wird man natiirlich zu iiberlegen 
haben, ob man nicht der Bangschen Mikromethode den Vor- 
zug gibt, die freilich an die Technik erheblich groéBere An- 
forderungen stellt, dann aber ebenfalls genaue Resultate liefert. 
Zu bedenken ist immerhin, daB, je kleiner die angewandten 
Mengen sind, desto mehr schon geringfiigige Fehler infolge der 
Multiplikation mit groBen Faktoren das Resultat entstellen 
k6nnen. 

Noch ein Wort iiber die EnteiweiBungsmethode. In letzter 
Zeit sind, besonders wieder von Richter-Quittner, Unter- 
suchungen angestellt worden, die zeigen, da8 je nach dem an- 
gewandten EnteiweiBungsverfahren die Werte fiir den inkoa- 
gulablen Stickstoff differieren. Diese Tatsache ist darum leicht 
einzusehen, da es sich bei den bekannten Verfahren um 
kolloidchemische Erscheinungen handelt, die ganz verschieden 
verlaufen kénnen, je nach den angewandten Bedingungen. 
So k6nnen unerwiinschte Adsorptionserscheinungen eintreten, 
in anderen Fallen EinschlieBungen geringer Mengen inkoa- 
gulablen Stickstoffs in das Pricipitat. Solche Variationen 
werden nicht nur dann auftreten, wenn die Flockung des Ei- 
weiBes mit verschiedenen Reagenzien getitigt wird, sondern 
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auch dann, wenn man mit demselbem Flockungsmittel unter 
verschiedenen Bedingungen arbeitet. Auf absolute Richtigkeit 
haben darum alle diese Werte, die man mit den verschieden- 


sten Verfahren erhalten hat, keinen unbedingten Anspruch. 


Auch das Dialysierverfahren arbeitet naturgema8 nicht quan- 
titativ. Bei ihm stellt sich ein Gleichgewicht zwischen dem 
freien Stickstoffgehalt in der AuBenfliissigkeit und in der Hiilse 
ein, das sich bei Anwendung einer reichlichen Wassermenge zu- 
gunsten des ersteren verschieben wird. Will man theoretisch 
die Menge an dialysierbarem Stickstoff erschépfen, so mu8 man 
eine groBe Anzahl von Dialysen aufeinander folgen lassen. 
Also auch diese Methode gibt in der bisher gebrauchten Form 
kein zweifelloses Vergleichsobjekt. Bei fast allen Untersuchungen 
wird es geniigen, wenn man vergleichbare Werte, die dem 
absoluten méglichst angeniahert sind, erhailt. Die Eisenmethode 
gewahrleistet das eine wie das andere, vorausgesetzt, daB man 
die gleichen Bedingungen bei allen Versuchen strikt innehalt. 
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Ober die Bildung der Oxalsiure im Tierkérper’). 


Von 
Ludwig Pincussohn. 


(Aus der Zweiten Medizinischen Klinik der Charité, Berlin.) 
(Eingegangen am 5. September 1919.) 


Die im Harn ausgeschiedene Oxalsiure stammt aus zwei ver- 
schiedenen Quellen. Einerseits liefern die Nahrungsmittel eine 
gewisse Menge Oxalsiure, die sehr wahrscheinlich unverandert 
in den Harn iibergegangen ist, wenn auch wohl médglich ist, 
da8 Teile davon im Stoffwechsel Anderungen erleiden und 
schlieBlich in anderer Form ausgeschieden werden. Hieriiber 
soll spaiter noch gesprochen werden. Praformierte Oxalsiure 
findet sich in fast allen Gemiisearten, besonders reichlich im 
Sauerampfer und Spinat, in maBigen Méngen in Kartoffeln und 
roten Riiben, ferner in einigen wichtigen GenuBmitteln, be- 
sonders im Kakao und Tee. Tierische Organe enthalten nur 
geringe Mengen davon. Die mit der Nahrung eingefiihrte 
Oxalsiure gelangt nur zum Teil in den Stoffwechsel. Bei un- 
ginstigen Verhiltnissen, insbesondere einer ungeniigenden Aci- 
ditait des Magensaftes, wird die Oxalsiure nicht resorbiert, sie 
gelangt unverindert in den Darm und wird zum Teil mit dem 
Kot entleert, wahrend ein erheblicher Teil durch die Mikro- 
organismen des Darms abgebaut wird und so verschwindet. 

Wahrend diese exogen bedingte Oxalsiureausscheidung 
im wesentlichen nur von klinischen Gesichtspunkten Interesse 
bietet, abgesehen von der spiter zu behandelnden Frage, ob 
auch die Oxalsiure im Stoffwechsel noch Veranderungen er- 
leidet, kommt das gréBte Interesse der Frage der endogenen 
Bildung der Oxalsiure zu. Wenn man die chemische Bildung 


1) Diese Arbeit ist zum Teil mit Mitteln der Grifin-Bose-Stiftung 
ausgefiihrt. 
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der Oxalsiure verfolgt, so ergibt sich, daB Oxalsiure aus einer 
groBen Reihe von Stoffen entstehen kann, die auch im Tier- 
korper eine Rolle spielen. 

Da Oxydationsvorginge im Organismus eine sehr groBe Rolle 
spielen, so liegt es auf der Hand, daB eine so hoch oxydierte Substanz 
wie die Oxalsaure, die nur aus Kohlenstoff, Wasserstoff und Sauerstoff 
hesteht, ohne Schwierigkeit als Endprodukt bzw. Durchgangsprodukt bei 
der Umwandlung der verschiedensten Stoffe gedacht werden kann. Rein 
chemisch kann sie gewonnen werden durch Oxydation vieler organischer 
Verbindungen. So entsteht sie durch Oxydation von Kohlehydraten 
und Pflanzensiuren mit Salpetersiure, bei der Oxydation mehrwertiger 
Alkohole, von Aldehyden und Ketonen mit Kaliumpermanganat in stark 
alkalischer Lésung; bei der Oxydation von Leimstoffen mit Salpeter- 
siure oder mit anderen oxydierenden Agenzien. Die Reprisentanten der 
wichtigsten Organstotfe sind also imstande, Oxalsaiure zu bilden, und in 
Analogie mit di-scn Erfahrungen ist wohl zu erwarten, daB im Organis- 
mus prinzipiell dieselben Vorginge méglich sind. 

Ganz abgesehen werden soll hier von der Bildung der Oxalsiure 
in Pflanzen, da hier Analogien mit dem tierischen Stoffwechsel nicht mit 
Sicherheit nachzuweisen sind. Jedenfalls erfolgt auch hier die Bildung 
augenscheinlich oxydativ, aus den verschiedenen Hauptrepriisentanten. 
Eine Oxalsiurcbildung durch niedere Organismen, besonders durch Pilze 
und Hefe, ist ebenfalls aus den verschiedensten Muttersubstanzen fest- 
gestellt: aus Kohlehydraten, aus Alkoholen, Saéuren, Peptonen. Die 
Bildung bzw. der Gehalt der Nahrsubstanz an Oxalsiure scheint dadurch 
begrenzt zu sein, daB diese in gréBeren Konzentrationen giftig wirkt, und 
es ist wohl anzunehmen, daB durch weiteren Abbau eine Unschidlich- 
machung erfolgt. Ubrigens soll fiir eine Anzahl von Pilzen eine Giftig- 
keit der Oxalsiure nicht bestehen. 

Beim Tier hat man friiher die endogene und exogene Oxalsiure 
nicht auseinandergehalten und man hat sogar die endogene Bildung 
iiberhaupt bestritten. DaB eine solche stattfindet, ergeben mit Sicher- 
heit die Versuche von Liithje’), der nach 11tagigem Hunger noch Oxal- 
siureausscheidung im Harne nachwies. DaB bei Ernihrung mit Sub- 
stanzen, die vdllig frei von Oxalsiure sind, dauernd Oxalsiure aus- 
geschieden wird, hat W. Mills*) bei Versuchen mit ausschlieBlicher 
Fleischkost, Liithje bei reiner Milch- und Zuckernahrung bewiesen. 

Uber die Quelle der endogenen Oxalsiure herrscht bis heute noch 
durchaus keine Einigkeit. Nimmt man die rein chemischen Erfahrungen 
zu Hilfe, so wird man zu der Anschauung gedriangt, daB fast alle Sub- 
stanzen Oxalsiure im Organismus liefern kénnen. Dementsprechend hat 
man im Stoffwechsel auch den Einflu8 der verschiedensten Kérper, ins- 
besondere aus den Hauptklassen der Nahrstoffe, auf ihr Oxalsiurebildungs- 


1) H. Liithje, Zeitschr. f. klin. Med. 35, 271, 1898. 
2) W. Mills, Virchows Archiv 99, 129, 1885. 
19* 
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vermégen im Tierkérper gepriift. Die Fette selbst sind auf ihr Oxalsiaure- 
bildungsvermégen bisher kaum untersucht worden. Da8 die Fettsiuren 
im endogenen Stoffwechsel Oxalsiure bilden, ist wohl méglich. Der 
intermediére Abbau der Fettséuren, der verhaltnismaBig genau studiert 
ist, zeigt, daB als Endprodukt in den meisten Fallen Acetessigsiure auf- 
tritt, deren weiterer Abbau noch nicht ganz geklirt ist. Wenn auch 
hier eine direkte Verbrennung zu Kohlenséure und Wasser wahrschein- 
lich ist, so wiirde doch ein anderer Weg iiber die Glykolsiure und die 
Glyoxylsaéure zur Oxalsaure fiihren. Was den anderen Paarling der Fette, 
das Glycerin anbetrifft, so ist auch dessen endliche Umwandlung in 
Oxalsiure durchaus nicht von der Hand zu weisen. 

Wahrend iiber die Rolle der Fette als Oxalsdurebildner nichts We- 
sentliches bekannt ist, sind die anderen Kérperklassen ziemlich aus- 
fiihrlich untersucht worden. Nach Versuchen von Hildebrandt’) sowie 
von Paul Mayer*) kénnen sowohl Traubenzucker wie die von diesem 
abgeleiteten Sauren, Glucuronsiure und Zuckersiure, als Oxalsiure- 
bildner auftreten. P. Mayer fand bei reichlicher oraler Zufubr dieser Sub- 
stanzen, auch in den Organen, vor allem in der Leber, einen auBer- 
ordentlich hohen Gehalt an Oxalsiure. Auch die isolierte Leber bildet 
bei der Digestion mit Glucuronsiure Oxalsiure. Die Theorie der Oxal- 
siurebildung aus Kohlehydraten wird von anderer Seite, so von Mills 
und Liithje, bestritten. Einen gewissermaBen vermittelnden Standpunkt 
nimmt Minkowski?) ein, der die Méglichkeit zur Diskussion stellt, daB 
die Oxalsaiure sich vielleicht im Darm durch Einwirkung von Mikro- 
organismen bilde, also gewissermaBen exogen, und dann resorbiert werde. 
Sehr viel Wahrscheinlichkeit kommt dieser Theorie wohl kaum zu, da 
von einer Resorption der Oxalsiure aus dem Dickdarm — denn nur 
dieser kann wohl mit seiner reichen Flora in Frage kommen — sonst 
nichts bekannt ist. 

Die Entstehung der Oxalsiure aus EiweiBstoffen ist ebenfalls ex- 
perimentell wiederholt gepriift worden. Zweifellos scheint zu sein, daB 
Gelatine als Muttersubstanz der Oxalsiure in Frage kommen kann, 
wahrend fiir andere EiweiBstoffe die experimentellen Untersuchungen 
ein solches Verhialtnis meist glatt ablehnen. 

Die Beobachtung, da8 auf Leimfiitterung die Menge der Oxalsiaure 
im Harn zunimmt, hat dazu gefiihrt, auch Spaltungsprodukte des Ei- 
weiBes, besonders das in der Gelatine sehr reichlich vorhandene Glyko- 
koll, auf seine Fahigkeit zur Oxalsiurebildung zu untersuchen. Auch hier 
stehen positive Angaben von Klemperer und Tritzschler*) negativen 


1) H. Hildebrandt, Zeitschr. f. physiol. Chem. 35, 141, 1902. 

*) P. Mayer, Zeitschr. f. klin. Med. 47, 1902. 

8) 0. Minkowski, ,Oxalurie“ in Leydens Handb. d. Ernahrungs- 
ther. II, 540, 1889. 

*) G. Klemperer und F. Tritzschler, Zeitschr. f. klin. Med. 44, 
337, 1902. 
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von Dakin sowie von Satta und Gastaldi entgegen. Ubrigens ware 
bei der Vermehrung der Oxalsiure im Harn an eine mégliche Wirkung 
des stets vorhandenen Kalkgehaltes der Gelatine zu denken: Es ist wohl 
denkbar, daB die gebildete Oxalsiure durch den Kalk abgefangen und 
eventuellem weiteren Abbau entzogen wird. Als weitere Oxalsaure- 
bildner mu8 ich noch das Kreatinin und das Kreatin erwaihnen, deren 
Fahigkeit hierzu jedoch auch keinesfalls unbestritten geblieben ist. 

DaB diese verschiedenen, anscheinend diametral entgegengesetzten 
Angaben moglich sind, liegt zum gréBten Teil wohl daran, daB die ab- 
soluten Oxalsiurewerte im Harn verhiltnismaBig geringe sind. Die im 
normalen Harne beim Menschen sowie bei untersuchten Tieren auf- 
tretende Oxalsiiuremenge betrigt in der Tat nur 8 bis 15, héchstens 
20 mg, so daB schon absolut sehr geringe Vermehrungen prozentual er- 
heblich erscheinen. 

Seit Wéhler und Frerichs sind auch die Purinkérper haufig als 
Muttersubstanzen der Oxalsiure angesprochen worden. Freilich sind die 
alteren Versuche, die sich lediglich auf den Nachweis der charak- 
teristischen Oxalatkrystalle im Harn stiitzten und auch auf den Oxal- 
siuregehalt der Nahrung keine Riicksicht nahmen, als nichtbeweisend 
abzulehnen. Oxalsiurereiche Harne kénnen die Oxalsiure gelést ent- 
halten, waihrend sie in anderen Harnen unter Umstinden krystallinisch 
ausfallt. Es ist hierbei nicht allein der Oxalsiuregehalt das Bestimmende, 
sondern die Lésungsbedingungen, besonders wohl auch die Harnkolloide, 
die unter Umstinden gréBere Mengen Oxalsaure in Lésung halten kénnen. 
Die Verhiltnisse diirften wohl hier im allgemeinen die gleichen sein, wie 
bei der genau untersuchten Harnsiure, wenn auch bisher entsprechende 
Versuche mit Oxalsiure nicht vorliegen. 


Auch die spiteren Angaben iiber die Rolle der Purine und ihrer 
Abbauprodukte als Oxalsiurebildner sind durchaus nicht einheitlich. Wie 
bei den anderen Kérperklassen stehen sich positive und negative Er- 
gebnisse gegeniiber, wahrend ein Teil der Untersucher sich mit einem 
non liquet begniigt. 

Da8 die Bildung der Oxalsiure aus Purinen und deren Abbau- 
produkten auch im Organismus denkbar ist, zeigen die chemischen Ver- 
haltnisse. Der Abbau der Purine im tierischen Organismus ist, besonders 
durch die Arbeiten von Brugsch und Schittenhelm, wohl durchaus 
zufriedenstellend aufgeklart. Der Abbau erfolgt hiernach in 4 Etappen. 
Eine Nuclease spaltet die Purinbasen Guanin und Adenin ab, ein zweites 
Ferment, die Purindesamidase, bildet aus Guanin unter Abspaltung der 
Amidgruppe Xanthin und aus Adenin Hypoxanthin; in der nachsten 
Etappe wird durch eine oder mehrere Oxydasen das Hypoxanthin in 
Xanthin und das Xanthin in Harnsaiure verwandelt. Endlich wird 
durch die Tatigkeit eines vierten Agens, des uricolytischen Fermentes, 
die Harnsiure weiter zersetzt. Letzterer Abbau erfolgt beim Menschen 
nur teilweise; zu einem gewissen Prozentsatz folgt weitere Aufspaltung, 
die zum Harnstoff fiihren soll. Beim_Siugetier schligt der weitere Ab- 
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bau der Harnsiure einen anderen Weg ein. Sowohl beim Hund und 
Kaninchen wie auch bei anderen Tieren ist das Resultat des weiteren 
Harnsdureabbaus das Allantoin. Ob es sich hier um ein Endprodukt 
handelt oder ob auch das Allantoin weiter abgebaut wird, ist bis jetzt 
strittig geblieben. A priori ist natiirlich nicht anzunehmen, daB ein der- 
artig hoch und kompliziert -zusammengesetztes Produkt ohne weitere 
Verinderung im Harn erscheinen diirfte. 

Will man die Purinkérper auf ihre Eigenschaft als Muttersub- 
stanzen der Oxalsaure priifen, so wird man im wesentlichen ihre Abbau- 
produkte im tierischen Organismus daraufhin ansehen. Selbstverstandlich 
jst es nicht ausgeschlossen, daB, wenn aus Nucleinsaéuren Oxalsaure ent- 
steht, diese auch aus dem im Molekiil enthaltenen Zucker herstammen 
kann. Eine Untersuchung der tieferen Abbauprodukte kann jedoch iiber 
diese Méglichkeit Klarheit bringen. 

Die chemischen Vorgiinge bei der Bildung der Oxalsiure sind die 
folgenden. 

Nach Angaben von Salkowski') geht Harnsiure bei Behandlung 
mit Fe,Cl, in Oxalsiure iiber, was summarisch durch folgende Formeln 
erklart wird: 


. 


HN—C 
a NH, 
OC C—NH JA O00 
| || >CO+8H,0+0,=2C + Coon + 00s 
HN C—NH A 
Harns&ure NH, Oxalsaéure 


Harnstoff 
Auch Otha®*) konnte unter Neubergs Leitung unter den Reaktions- 
produkten bei der katalytischen Oxydation der Harnséure mit H,0O, 
Oxalsiure nachweisen. 
Wahrscheinlich geht diese Reaktion in mehreren Etappen vor sich. 
Die erste ist der Ubergang in Alloxan und Harnstoff, wie folgende Auf- 
stellung zeigt: 


HN—C HN—CO 
@ Pa NH, 
OC C—NH o oO” 
| | >CO+HO+0= | | +60 
HN C—NH HN—CO nt 
Harnsdure Alloxan N H, 
Harnstoff 


In der zweiten Etappe wird das gebildete Alloxan in Paraban- 
siure und Kohlenséure aufgespalten: 


HN—CO OC—NH 
ae | >CO0+C0, 
oc CO+0=—0C—NH 
| | Parabansaure 
HN—CO 
Alloxan 


1) E. Salkowski, Arch. f. d. ges. Physiol. 2, 351, 1869. 
®) K. Otha, diese Zeitschr. 54, 439, 1913. 
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In der dritten Phase endlich wird durch Hydrolyse aus der Para- 
bansdure Oxalsiure und Harnstoff gebildet: 


NH, 
OC—NH COOH 
| > CO +2H,0 = + CO 
OC—NH COOH . 
Parabansdure NH, 
Harnstoff 


In ahnlicher Weise ist auch die Bildung von Oxalsiure aus dem 
Allantoin denkbar, eine Umwandlung, die sich durch folgende Formel- 
bilder darstellen 1aBt: 


H,N 
| NH, 
OC CO—NH f COOH 
Pai > CO0+2H,0+0=2C0 +4] 
HN—CH—NH “< COOH 
Allantoin NH, Oxalsdure 
Harnstoff 


Sehr wahrscheinlich verliuft auch dieser ProzeB in mehreren 
Etappen. In der ersten entsteht hydrolytisch, entsprechend auch der 
Synthese des Allantoins, Harnstoff und Glyoxylsaure. 


H,N 
| NH, 
OC CO—NH 3 COH 
peg >CO+2H,0=2C0 +1 
HN-—CH—NH Hh COOH 
Allantoin NH, Gly oxy lsdure 
Harnstoff 


In der zweiten Phase wird dann die Glyoxylsdiure, das Halbalde- 


hyd der Oxalsiiure, zu Oxalsiure oxydiert: 
COH COOH 
0 


| _+-0= 
COOH COOH 
Gly oxylsdure Oxalsiure 

Diese Reaktionen sind im Tierkérper durchaus wahrscheinlich. Die 
Zwischenprodukte sind simtlich im Organismus beobachtet, so daB die 
skizzierten Wege sehr wahrscheinlich dem wahren Sachverhalt ent- 
sprechen, Nicht sicher ist es, ob der Abbau der Harnsiaure zur Oxal- 
siure regelmaiSig auf dem angegebenen Wege erfolgt. Es ist sehr wohl 
denkbar, daB auch die Harnsiure zunichst in Allantoin tibergeht und 
der weitere Abbau dann, wie beim Allantoin beschrieben, erfolgt, 

Was die in ziemlich reicher Menge vorhandenen Stoffwechselunter- 
suchungen betrifft, so herrscht, ebenso wie fiir die ibrigen K6rperklassen, 
die als Muttersubstanzen fiir die Oxalséure in Anspruch genommen 
werden, keine Einigkeit dariiber, ob die Purinkérper und ihre Derivate 
wirklich als die Oxalsaiurebildner anzusehen sind. Sowohl fiir diese An- 
nahme wie dagegen sind maBgebende Untersucher eingetreten. So hat 
Salkowski‘') zeigen kénnen, daB eine Digestion von Harnsiure mit 


1) E. Salkowski, Berl. klin. Wochenschr. 1900, 434. 
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Leber Oxalsiurebildung bewirkt. Ebenso haben Klemperer und 
Tritzschler (I. c.) festgestellt, da8 bei Zusammenbringen von Harnsiure 
mit Blut sich Oxalsiure bildet. Letztere Angaben werden von Toma- 
szewski') bestritten, wahrend derselbe Autor andererseits angibt, daB 
sowohl Rinderleber wie Pferdemilz Oxalsiure bilden kann. DaB die 
hier gefundenen Mengen nur verhiltnismaBig geringe sind, erklart dieser 
Autor dadurch, daB ein Teil der gebildeten Oxalsiure weiter zerstért 
wird, eine Hypothese, iiber die weiter unten noch gesprochen werden soll. 
Auch Jastrowitz*) bestatigt bei Digestionsversuchen eine Oxalsaure- 
bildung vorwiegend in der Milz, wahrscheinlich auch in Leber und 
Muskeln. Nach den Angaben von SchloB*) geht die Glyoxylsiure, die 
als hypothetisches Abbauprodukt beim Abbau des Allantoins, also auch 
der Harnsiure, in Anspruch genommen werden kann, durch isolierte 
Organe, insbesondere Leber, ebenfalls in Oxalsiure iiber. 

Was die Versuche am lebenden Organismus anbetrifft, so zeigte 
Lommel*), daB bei nucleinreicher Kost eine bedeutende Vermehrung 
der Oxalsiureausscheidung auftritt. Rosenqvist®) zeigte das gleiche. 
Da8 manche Autoren zu anderen Ergebnisson gekommen sind, liegt nach 
seiner Meinung daran, daB die als Muttersubstanzen in Frage kommenden 
Purine nicht resorbiert worden sind. Ist eine Resorption eingetreten, so 
ist sicherlich auch die Oxalsiureausscheidung vermehrt. Auch Dakin®) 
spricht die Purinkérper, freilich neben anderen Substanzen, als Oxal- 
sdurebildner an. Luzzattos’)*) Angaben sind nicht ganz einheitlich. Er 
konstatierte nach Allantoindarreichung beim Kaninchen eine erhebliche, 
beim Hund eine geringe Zunahme der Oxalsaéure, wahrend er in seiner 
ein Jahr vorher veréffentlichten, ebenfalls im Salkowskischen Labo- 
ratorium ausgefiihrten Arbeit weder beim Hund noch beim Kaninchen 
auf Harnsaiuregabe eine bemerkenswerte Zunahme der Oxalsiure fest- 
stellte. Diese Angaben widersprechen friiheren Erfahrungen, da ja 
beim Kaninchen nach iibereinstimmenden Angaben der weitaus griBte 
Teil der Harnsaéure in Allantoin iibergeht. Es wire immerhin seltsam, 
wenn das intermediair im Stoffwechsel gebildete Allantoin sich anders 
verhalten sollte als das zugefiihrte. 

Eine Reihe von Autoren nehmen einen unbestimmten Standpunkt 
ein. Zu diesen gehért auch Sal kowski (I. c.), der eine Oxalsaurebildung 
aus Purinen zwar als wahrscheinlich annimmt, sie aber nicht als sicher 
bezeichnet. Ahnlich sprechen sich Mohr und Salomon’) aus; auf Ver- 





1) Z. Tomaszewski, Zeitschr. f. experim. Pathol. 7, 215, 1910. 

*) H. Jastrowitz, diese Zeitschr. 28, 34, 1910. 

8) E. SchloB, Dissertation StraBburg 1906. 

*) F. Lommel, Arch. f. klin. Med. 68, 599, 1899. 

5) Rosenqvist, zit. nach Neuberg aus Noordens Handb. II, 498. 
*) H. D. Dakin, Journ. of biolog. Chem. 3, 57, 1907. 

”) M. Luzzatto, Zeitschr. f. physiol. Chem. 37, 224, 1902. 

8) M. Luzzatto, ibid. 38, 537, 1908. 

*) L. Mohr und H. Salomon, Arch. f. klin. Med. 70, 486, 1901. 
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fiitterung nucleinreicher Nahrung tritt zwar dfters eine Vermehrung der 
Oxalsdéure auf, sie ist aber nicht regelmaBig. Diese Ansicht hat auch 
schon Firbringer’) in seinen alten Untersuchungen, die wohl die 
ersten auf diesem Gebiete darstellen, geiuBert. 

Verschiedene Autoren verhalten sich gegeniiber der Hypothese einer 
Oxalsiurebildung aus Purinkérpern durchaus ablehnend. Besonders 
Pohl*) und seine Schiiler sind die Verfechter dieser Ansicht. Auf 
Grund von Versuchen von Wiechowski und Poduschka’) behauptet 
Pohl mit Bestimmtheit, da8 die Harnsiure im Organismus des Menschen 
ebenso unangreifbar ist, wie das Allantoin im Kérper des Tieres, daB 
also beide Substanzen nicht mehr veranderbare Endprodukte darstellen. 
Diese Beobachtungen sind zweifellos ernstester Beachtung wert. Po- 
duschka bestreitet auch alte Angaben von Frerichs, da8 durch Hefe- 
wirkung das Allantoin in Oxalsiure iibergeht. Das dem Hunde per os 
zugefiihrte Allantoin wird nach seinen Angaben zu 90 bis 93°/, unver- 
andert wieder ausgeschieden. Nicht ganz mit den sonstigen Ansichten 
iibereinstimmend gibt Poduschka an, daB eine weitere Zersetzung der 
Harnsiure im Organismus unter Allantoinbildung nicht erfolge. Dem 
stehen Untersuchungen, besonders von Schittenhelm‘) entgegen, daB 
sowohl beim Hund wie beim Kaninchen die Zufuhr von Nucleinsaure 
sowie von Harnsiure und Allantoin eine erhebliche Vermehrung des 
Harnallantoins hervorruft, was ja durchaus im Sinne der jetzt woh] 
kaum mehr bestrittenen Theorie liegt, da8 das Allantoin beim Tier zum 
mindesten das wesentlichste Durchgangsprodukt des Purinkérperabbaus 
darstellt. Da®8 auf intravenése Allantoinzufuhr dieses im Harn unver- 
aindert ausgeschieden wird, da8 sogar die Ausfuhr bei diesem Modus 
iiber das Ma8 des eingefiihrten Allantoins zunimmt, wird ebenfalls von 
Schittenhelm und SeiBer angegeben. Endlich hat noch Stradomsky°) 
angegeben, daB ebenso wie Eiwei8, auch Nucleoalbumine nicht als Oxal- 
siurebildner fungieren kénnen. 

DaB die beim Abbau des Allantoins méglicherweise auftretende 
Glyoxylsiiure Oxalsiure im Tierkérper bilden kann, wurde von Adler*) 
gezeigt. 

Betrachtet man diese divergierenden Ansichten, so mu 
man sagen, da die Frage der Oxalsiurebildung aus den Purinen 
bisher nicht endgiiltig geklirt erscheint. Ich méchte mit meinen 
Versuchen, zu denen ich eigentlich erst durch einen zu- 


1) P. Fiirbringer, Arch. f. klin. Med. 18, 148, 1876. 

*) J. Pohl, Zeitschr. f. experim. Pathol. 8, 308, 1911. 

8) R. Poduschka’, Arch. f. experim. Pathol. 44, 59, 1899. 

*) A. Schittenhelm und Ph. SeiBer, Zeitschr. f. experim. Pathol. 
7, 116, 1909. 

5) N. Stradomsky, Virchows Archiv 163, 405, 1901. 

*) O. Adler, Arch. f. experim. Pathol. 56, 207, 1907. 
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falligen Befund angeregt worden bin, versuchen, neues Material 
zu dieser Frage beizubringen. An und fiir sich ist die Divergenz 
der Resultate friiherer Untersucher nicht recht einzusehen. 
Mogen auch die friiheren Methoden vielfach unzureichend ge- 
wesen sein, so besitzen wir doch seit lingerer Zeit in den Ver- 
fahren von Salkowski sowie von Autenrieth- Barth Methoden, 
die eine quantitative Bestimmung der Oxalsiure ohne 
Schwierigkeit gestatten. Ich habe in meinen friiheren ebenso 
wie in den jetzt mitzuteilenden Versuchen stets das Salkowski- 
sche Verfahren angewendet, zeitweilig dieses mit der Autenrieth- 
Barthschen Methcde verglichen und hierbei Differenzen nicht 
gefunden. Ich dampfe den Harn unter Zusatz eines geringen 
Saureiiberschusses ein, siure nach dem Erkalten noch etwas 
stirker an, extrahiere wiederholt mit der gleichen Menge eines 
Gemisches aus 10 Teilen Ather und 1 Alkohol und dampfe die 
vereinigten filtrierten Extrakte in einem nicht zu groBen Erlen- 
meyerkolben ab. Anstatt wie friiher den Riickstand in eine 
Porzellanschale zu iiberfiihren und dann unter Zusatz einer ge- 
ringen Wassermenge weiter abzudampfen, fiige ich ca. 20 ccm 
Wasser schon im Kélbchen zu, nachdem der Ather fast voll- 
standig abgedampft ist, dampfe im gleichen Kolben weiter ab. 
bis die Fliissigkeit sich geklart hat und filtriere dann in ein 
kleines Becherglas ab: mit wenigen Tropfen Wasser wird noch 
2- bis 3mal nachgewaschen. Das Filtrat wird schwach ammoni- 
akalisch gemacht, 2 ccm einer 10°/,igen Chlorcalciumlésung zu- 
gefiigt und mit verdiinnter Essigsiure deutlich angeséuert. Nach 
24stiindigem Stehen wird durch ein aschefreies Filter filtriert, 
der Niederschlag getrocknet, im Platintiegel verbrannt und ge- 
gliiht und das resultierende Calciumoxyd gewogen. 

Man hat der Salkowskischen Methode den Vorwurf ge- 
macht, da8 durch das Ansiuern Oxalursaure in Oxalsiiure iiber- 
fiihrt werden kénnte und da8 dadurch eine Falschung der Er- 
gebnisse méglich ware. DaB eine solche Verinderung geschehen 
kann und sehr wahrscheinlich auch geschieht, unterliegt kei- 
nem Zweifel. Meiner Ansicht nach hat dies durchaus nichts 
zu bedeuten. Die im Harn auftretende Oxalursaure ist zweifel- 
los aus Oxalsiure entstanden; es handelt sich dabei lediglich 
um eine Kuppelung, um die erhebliche Giftwirkung der Oxal- 
siure zu paralysieren. Wird also mit der Oxalsiure auch die 





Bildung der Oxalsiure im Tierkérper. 285 


Oxalursiure bestimmt, so ist das fiir das Resultat zweifellos 
von Vorteil. 

Um die Bildung der Oxalséure aus den Purinen darzu- 
tun, mu8 man natiirlich in erster Linie nachweisen, daB bei 
Zugabe dieser Kérper zur Nahrung der Oxalsiuregehalt des 
Harnes steigt. Wie unten ausgefiihrt werden wird, glaube 
ich, dies sowohl fiir die Muttersubstanz der Purine, die Nu- 
cleinsiure, wie auch fiir verschiedene Abbauprodukte nach- 
gewiesen zu haben. Ein zweiter Beweis ware dadurch gegeben, 
da8 man unter verschiedenen Umstanden das Verhalten der 
Oxalsiure im Harn mit dem der bekannten Abbauprodukte der 
Purinkérper vergleicht. Ist die Hypothese richtig, so miiBte 
sich ein entgegengesetztes Verhalten ergeben. Ich habe friher 
zeigen kénnen}) *) *), daB unter Bestrahlung nach Sensibilisierung 
mit Eosin der Stoffwechsel bestimmte Anderungen aufweist und 
habe damals bereits angenommen, da es sich unter diesen Ver- 
haltnissen um eine Steigerung der Oxydationsvorginge handelt. 
C. Neuberg*) hatte nun gefunden, da8 Purine und Nucleinsaéuren 
bei photokatalytischen Prozessen Glyoxylsiure liefern, die ja eine 
Vorstufe der Oxalsaure ist. Damals konnte ich auch nachweisen, 
daB hierbei das Allantoin im Hundeharn abnimmt, daB also hochst- 
wahrscheinlich eine weitere Zerst6rung eintritt. Zugleich fand ich, 
daB gleichsinnig mit einer Verminderung des Allantoins eine 
Vermehrung der Oxalsiure ging, wihrend die Harnsiure ihren 
gleichen Wert beibehielt. Zulage von nucleinsaurem Natrium 
lieB den Harnsiurewert in gleicher Héhe, wahrend seltsamer- 
weise die Allantoinmenge sich deutlich verminderte: die Oxal- 
sdure stieg an, wenn auch nicht so hoch, wie zu erwarten 
gewesen wire. Es scheint also, daB ein Teil, und zwar der 
groBere, noch irgendwie anders abgebaut worden ist. 

Weitere Versuche boten das ganz gleiche Bild. Bei der 
Sensibilisierung mit verschiedensten Substanzen und darauf- 
folgender Belichtung wurde immer wieder eine deutliche Ab- 
nahme des Allantoins und eine entsprechende Zunahme der 
Oxalsiure beobachtet, waihrend der Harnsaurestickstoff, in einem 
Falle auch der untersuchte Purinbasenstickstoff, konstant blieb. 


1) L. Pincussohn, Berl. klin. Wochenschr. 1913, Nr. 22. 

*) L. Pincussohn, Strahlentherapie 3, 644, 1913. 

3) L. Pincussohn, Deutsche med. Wochenschr. 1915, H. 5. 

*) C.Neuberg, diese Zeitschr. 13, 305, 1908; 29,279, 1910; 61,315, 1913. 
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Kein anderer Harnbestandteil ergab ein derart gegensitzliches 
Verhalten zur Oxalsaéure. Eine Belichtung ohne Sensibilisierung 
lie8 beim Hunde diese Verhialtnisse nicht so deutlich hervortreten. 

Die neuen, hier mitzuteilenden Versuche beziehen sich auf 
das Verhalten von Nucleinsiure, Xanthin, Guanin, 
Harnsaure und Allantoin im Organismus des Hundesund 
des Kaninchens. Bei den auferordentlichen Schwierigkeiten 
des chemischen Arbeitens und der Materialbeschaffung habe ich 
mich mit Ausnahme eines ausfiihrlichen Versuches am Hunde, der 
schon vor dem Kriege mit Dr. Manabe aus Japan ausgefiihrt 
worden war, auf die Bestimmung des Stickstoffs und der Oxal- 
siure im Harne beschrinkt. Der erstgenannte Versuch bringt 
unter anderem auch Bestimmungen des Allantoins. Nach seinem 
Ausfall, der ebenso, wie die zitierten alteren Versuche deutlich 
die Gegensitzlichkeit der Oxalsiure- und Allantoinwerte zeigt, 
glaube ich wohl, da8 hier eine Verbindung anzunehmen ist. 
Die verschiedenen Abbauprodukte der Nucleinsiure im tierischen 
Organismus habe ich deswegen gewahlt, um zu zeigen, dab es 
sich wahrscheinlich um keine sekundiren Reaktionen handelt, 
sondern einfach um eine Fortsetzung des Purinabbaues iiber 
die vielfach als Endstufen angesehenen Substanzen heraus. 

Die Ausfiihrung der Versuche erfolgte in der tiblichen Weise. Die 
Nahrung der Hunde war eine gemischte und bestand aus getrocknetem 
Fleisch, Reis oder Starke, Schweinefett und Knochenasche. Die Stick- 
stoffzufuhr pro Tag blieb die gleiche, der Stickstoff der Zugaben kommt 
an den Versuchstagen hinzu. Kaninchen erhielten eine Nahrung teils 
von Riiben, teils aus Kartoffeln und Heu gemischt. Auch ihnen wurde 
tiiglich ein abgemessenes Quantum gereicht, mit dem sie erfahrungs- 
gemaB gut auskamen, von dem sie aber auch nichts iibrig lieBen. Es 
liegt auf der Hand, daB der Stickstoffgehalt der Nahrung nicht so ge- 
nau festgestellt werden konnte wie bei der genau analysierten, in 
gréBeren Mengen zusammen getrockneten Fleischnahrung. Immerhin war 
auch hier die Nahrung qualitativ wie quantitativ konstant. Auch die 
Ausscheidung zeigt dies. Der Harn wurde in der Regel zweitigig ab- 
genommen; es war dafiir gesorgt, daB Zersetzungsvorgange ausgeschaltet 
waren. Auf eine Kotanalyse wurde in den meisten Fallen verzichtet, 
da ja lediglich der durch den Harn ausgeschiedene Prozentsatz der Oxal- 
siure in Frage kam. 

Wie schon oben gesagt, wurden als Zusatzsubstanzen zur Nahrung 
Nucleinséure, Guanin und Xanthin (letztere in freundlicher Weise von 
der Firma Béhringer, Mannheim-Waldhof, zur Verfiigung gestellt) ge- 
reicht; ferner in anderen Versuchen Allantoin und Harnsiure. 
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Da sich herausgestellt hatte, daB der Einflu8 des Lichtes, besonders 
nach Sensibilisierung des Tierkérpers durch Injektion fluorescierender 
Substanzen imstande war, den Stoffwechsel zu beeinflussen, wurde auch 
in den weiteren Versuchen diesen Verhiltnissen Aufmerksamkeit zuge- 
wendet und ein Teil unter Lichtwirkung angestellt. Als Lichtquelle 
diente in den meisten Fallen eine Bogenlampe von ungefahr 1000 Kerzen 
Leuchtkraft, die einen Meter iiber dem offenen Tierkafig angebracht war. 
Fiir Ventilation war gesorgt, so daB die Temperatur im Kafig unter Be- 
lichtung héchstens 1 Grad iiber der sonstigen Temperatur betrug. In 
einzelnen Kaninchenversuchen wurde keine kiinstliche Lichtquelle be- 
nutzt, sondern der Kafig mit dem Tiere auf dem Dache der Klinik der 
Sommersonne ausgesetzt. Zur Sensibilisierung wurde lediglich Eosin 
(bliulich) benutzt, das in 1°/,iger Lésung steril dem Tier subcutan an 
einer den Lichtstrahlen nicht ausgesetzten Stelle injiziert wurde. 

Das Allantoin wurde nach der von Abderhalden und Einbeck 
modifizierten Wiechowskischen Methode bestimmt. 


Ich gebe die Untersuchungsresultate nachfolgend in Ta- 
bellenform wieder. Leider ist es nicht mdglich, sie nach den 
verschiedenen Zugaben zu ordnen, da denselben Tieren in 
der Regel nacheinander verschiedene Purinsubstanzen gereicht 
wurden. 

Versuch 1. 


WeiBer, kurzhaariger Terrier. Nahrung taglich: 25 g getrocknetes 
Pferdefleisch, 50 g Starke, 30 g Schmalz, 4 g Knochenasche. Bestimmt 
wurde Stickstoffeinnahme, Stickstoffausfuhr im Harn, Oxalsaure. 


Tabelle I. 








Taglich 


Datum been ong Nahrungs-N| Harn-N Zugaben Bemerkungen 


kg g g 





25.—26. III. 3,18 2,57 
27.—28. ITI. 3,18 2,74 
29.—30. ITI. 3,18 2,80 
31. III. bis 3,33 3,07 2 g NucleinsSure}| Nahr.-N einschl. 
1. IV. Zugabe berechnet 
2.—4. IV. 3,18 2,80 
5.—6. IV. 6: 3,18 2,59 
7.—8. IV. 3,39 2,49 1g Xanthin 


per os 

9.-10. IV. 8,18 | 2,80 
11.—12. 1V. 8,18 | 2,42 
13.—14. IV. 3,18 | 2,47 


15.—16. IV.} « 3,33 2,57 2g Nucleinsdure| Tagl. nach Injekt. 
per os von 5cem 1°/,iger 
Eosinlsg. 6 Std. be- 
lichtet. 


17.—18. IV. 3,18 2,48 desgl. 
19.—20. IV. 3,18 2,52 desgl. 
21.~—22. IV. 8,39 2,72 1g Xanthin desgl. 
23.—24. IV. 3,18 2,65 desgl. 
25.—26. IV. 3,18 2,68 desgl. 
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Zur Tabelle sei bemerkt, daB die mit der Schlundsonde gereichten 
Zugaben stets an dem Tage gegeben wurden, der dem ersten der Periode, 
unter welchem sie aufgefiihrt sind, voranging. Sie sind also an dem Tag 
notiert, an dem ihr erstes Auftreten im Harn méglich war. 


Versuch 2. 


WeiBer, kurzhaariger Bastard. Tigl. Nahrung 40 g getrocknetes 
Pferdefleisch = 4,72 g N, 50 g Starke, 30 g Schmalz, 4 g Knochenasche. 
Bestimmt wurde Stickstoffausfuhr im Harn und Oxalsaure. 


Tabelle II. 








Taglich 


Nahrungs-N 
K6rper- einschl. 


gewicht Zugabe 
ke g g g 


Harn-N Zugaben | Bemerkungen 





25.—26.1UL.| 6,55 4,72 4,48 | 0,015 
27.—28. III.| 6,60 4,72 4,18 | 0,017 
29.—30. IIL.| 6,60 4,72 4,41 | 0,015 
81. ITIL. bis 
1. IV. 6,60 4,87 3,98 | 0,035 |2@ Nucleinsdure 
2.—3. IV. | 6,58 4,72 4,18 | 0,030 
4. IV. 6,60 4,72 4,54 | 0,030 
5.—6. IV. | 6,62 4,72 3,91 | 0,013 
7.—8.IV. | 6,60 5,18 4,74 | 0,024 |1g Guanin per os 
9.—10.IV.] 6,60 4,72 4,26 | 0,015 
11.—12.1V.] 6,56 4,87 4,35 | 0,085 |2g Nucleinsiure| Tagl. 6 ‘Std nach 
Injekt. von 0,5 ccm 
1°/,iger Eosinlsg. 
belichtet. 





13.—14. IV. 4,72 4,23 | 0,057 
15.—16. 1V. 4,72 4,40 | 0,013 
17.—18. IV. y 4,72 4,18 | 0,014 

















Versuch 3. 


WeiBes, ausgewachsenes Kaninchen. Nahrung: 250 g Riiben tagl. 
Die Zufuhr der Harnsdéure und des Xanthins erfolgte intravenés, gelist 
in Piperazin. Piperazin allein bewirkt keine Vermehrung der Oxalsaure 
im Harn, wie Vorversuche ergaben. : 

Das Gewicht des Tieres betrug bei Anfang des Versuches 2,35 kg 
und blieb im wesentlichen konstant: am Ende des Versuches wog das 
Kaninchen 2,40 kg. Die Abnahme des Harns geschah meist tiglich, in 
einzelnen Fallen wurde der Harn von zwei Tagen zusammen analysiert. 

Die Injektionen von Harnsiure und Xanthin erfolgten stets an dem 
der Notierung vorhergehenden Tage. 
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Tabelle III. 

«| Tigi. AusscheidungimHarn| sd 

Datum Harn-N Oxalsiure | Zugaben Bemerkungen 
g g 


0,82 0,009 
0,83 0,010 
0,76 0,011 
0,87 0,027 | 0,2g¢ Harns&ure 
0,89 0,026 

0,85 0,010 

0,83 0,009 } 

0,85 0,015 | 01g Xanthin 
0,78 0,009 
0,81 0,008 
0,82 0,036 | 














0,2g Harnsfiure | Nach Injekt.v.2ccm 
| 1°/,iger Eosinlésg. 
5 Std. Licht 

15. IT. 0,80 0,020 desgl. 
16.—17. II. 0,82 0,008 | 

18. IL. 6 0,044 | 0,1 g Xanthin desgl. 

19. II. 0,015 | desgl. 
20.—21. II. 0,009 | 











Versuch 4. 


Junges, weiBes Kaninchen, 1550g schwer, Nahrung tigl. 250 g 
Kartoffeln und 25 g Heu. 


Tabelle IV. 








Tag]. Ausscheidung im Harn | 
Harn-N Oxalsiure | Zugaben Bemerkungen 
g . 


0,47 | 0,004 | 
6.—7. VIL 0,56 0,005 | 
89. VIL. 0,55 0,005 | 
10.—11.VIL| 052 
12-14. VIL} 0.51 
15.-17.VIL| 0,52 
18—19.VIL.} 0.55 
20.22. VIL| 0.49 


23.—24. VII. 0,54 














0,006 


} 

| 0,009 0,5 g Harnsdure 
| } m. Schlundsonde 
| 

| 


0,014 
0,011 
0,017 


0,014 


0,5 g nucleinsaur. 








t 
| Natrium per os 
| 


Versuch 5. 

WeiBes, junges, wachsendes Kaninchen. Nahrung: 200 g Kartoffeln 
und 20g Heu tagl. Das Gewicht betrug am Anfang 1250g, am Ende 
1500 g. Wiahrend des ersten Teils des Versuches wurde das Tier im 
ziemlich dunklen Stoffwechselraum gehalten, waihrend des zweiten Teils 
befand es sich dauernd auf dem Dach der Klinik. Das Wetter war 
wahrend dieser Zeit warm, meist sonnig. 
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Tabelle V. 
Tagl.Ausscheidungim Harn 
Datum Harn-N Oxalsiure Zulage Bemerkungen 
g cf 

15.—16. VI. 0,27 0,002 

17.—19. VI. 0,31 0,002 

20.—21. VI. 0,28 0,003 

22.—24. VI. 0,29 0,008 0,6 g Allantoin 

m. Schlundsonde 

25.—26. VI. 0,31 0,007 

27.—28. VI. 0,26 0,011 

29.—20. V1. 0,29 0,004 

1.—3. VII. 0,32 0,0085 

4.—5. VII. 0,29 0,003 

6.—7. VII. 0,33 0,003 Im Licht 
8.—9. VIL. 0,30 0,008 0,5 g Allantoin desgl. 

10.—11. VII. 0,26 0,011 desgl. 

12.—14. VII. 0,26 0,010 desgl. 

15. —16. VII. 0,29 0,017 desgl. 

17.—19. VII. 0,27 0,010 0,5g Allantoin | 2ccm1°/,ige Eosin- 
lésg. subcutan — 
tagl., Licht 

20.—22. VII. 0,26 0,012 Eosin u. Licht 

23.—24. VII. 0,27 0,010 Licht, kein Eosin 

25.—26. VII. 0,24 0,010 desgl. 

Versuch 6. 


WeiBe, kleine Hiindin, Futter: 20 g Pferdefleischpulver, 25g Fett, 
50 g Reis, 5 g Knochenasche. Bestimmt wurde Stickstoff im Harn und 
Kot, Allantoin und Oxalsiure. Bestrahlung mit Cooper-Hewitt-Lampe 
kombiniert mit Nitra-Lampe 500 Normalkerzen. Keine besondere Kiih- 
lung. Durch Ventilation des Raumes betrugen die Temperaturunterschiede 
im Kafig héchstens 2Grad. Bestrahlung tiagl. 6 Stdn. Das Gewicht des 
Tieres nahm wahrend des 4wéchigen Versuches von 4450 g auf 4800 g zu. 


Tabelle VI. 











Taglich 
Datum N des Allan- | Oxal- |Bemerkungen 
Futters | Harn-N | Kot-N N-Bilang | toin sdure g 
& g ee 8 g 











27.—28.IV.| 5,83 | 5,46 | 0,84 | —0,47 | 0,290 | 0,031 
29.—30.IV.} 5,83 | 4,69 | 0,84 | +.0,30| 0,305 | 0,040 
1.—2. V. 5,83 | 5,56 | 0,84 | —0,57 | 0,805 | 0,031 
3.—4. V. 5,83 | 4,96 | 0,84 | +.0,03 | 0,325 | 0,028 
5.—6. V. 5,83 | 5,48 | 0,84 | —0,49 | 0,835 | 0,041 
7.—8. V. 5,83 | 4,79 | 0,82 | +-0,22 | 0,652 | 0,046 | 1g Allantoin 


Zugabe 

9.—10. V. 5,83 5,34 0,82 | —0,33 | 0,420 | 0,042 
11.—12. V. 5,83 5,10 0,82 | —0,09 | 0,400 | 0,031 
13.—14. V. 5,83 4,88 0,91 0,04 | 0,335 | 0,030 


15.-16.V.| 5,83 | 4,66 | 0,91 0,26 | 0,288 | 0,080 | Lichtperioae. 
Tgl.5 com 1°/, ig. 
Eosinlésg. 


17.-18.V. | 5,83 | 4,83 | 0,91 | + 0,09 | 0,395 | 0,069 | Licht wie oben, 


1g Allantoin 
19.—20. V. 5,83 4,69 0,91 | + 0,23 | 0,276 | 0,033 
21.—22.V. | 5,83 | 5,0) 0,92 | —0,10 | 0,285 | 0,042 | Kein Licht 
23.—24. V. 5,83 4,81 0,92 + 0,10 | 0,320 | 0,038 desgl. 
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Bei Betrachtung dieser Tabellen sieht man ohne weiteres, 
daB die Oxalsdiurebildung auf Zugabe von Purinkérpern regel- 
maBig gesteigert ist, und zwar im Lichte mehr als ohne dieses. 
In dem einen Versuche, in dem auch das Allantoin bestimmt 
wurde, zeigt sich auBerdem, daB, wie in den friher verdffent- 
lichten Versuchen, der Allantoinwert mit steigender Oxalsiure- 
menge abnimmt. 


_ 


Um das Ausma8 der Oxalsiurebildung festzustellen, muB 
zunichst die theoretisch mdgliche Menge Oxalsiure ermittelt 
werden, die sich aus den einzelnen Purinkérpern bilden kann. 
Wenn man den oben skizzierten Abbau, der in hohem Grade 
der Wahrscheinlichkeit entspricht, zur Grundlage nimmt, so 
ergibt sich, daB im Hoéchstfall gebildet werden kann aus 


1 g Harnsaure 0,56 g Oxalsaure, 
1g Xanthin 0,59 g Oxalsaure, 
1g Guanin 0,59 g Oxalsiure, 
1g Allantoin 0,57 g Oxalsiure. 


GréBere Schwierigkeiten bietet die Berechnung der Oxal- 
saure, die sich aus Nucleinsaure bilden kann. BekanntermaBen 
enthalt diese auBer den Purinen zwei Pyrimidinbasen, ferner 
Kohlenhydrat und Phosphorsiure. Nimmt man an, daB die 
Pyrimidinbasen auch als Oxalsaurebildner auftreten k6nnen, 
was immerhin im Bereich der Méglichkeit liegt, so wire die 
héchste Menge Oxalsaure, die sich aus den Purinen und Pyrimi- 
dinen von 1 g Nucleinsiure bilden kann, zu ungefaihr 0,25 g 
anzunehmen; lehnt man einen Ubergang der Pyrimidine in 
Oxalsiure ab, so wire die theoretisch mégliche Ausbeute noch 
geringer. In der folgenden Betrachtung soll der erstgenannte 
Wert als theoretisch méglicher angenommen werden, was natiir- 
lich bei der Ausbeuteberechnung ungiinstig wirkt. 

Legt man die genannten Zahlen zugrunde, so ist die Oxal- 
siurebildung eine erheblich hohere als sie beim flichtigen 
Durchsehen erscheint. Zur Berechnung der Bildung aus den 
zugefiigten Purinkérpern berechne ich den Durchschnitt der 
vorherigen Ausscheidung und die Ausscheidung nach der Zulage 
und rechne die Differenz als Neubildung von Oxalsiure. Hier- 
bei ist zu beachten, daB die Oxalsiiureausscheidung zum Teil 


ziemlich protrahiert ist; in manchen Fallen, besonders bei 
Biochemische Zeitschrift Band 99. 20 
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oraler Darreichung, zieht sich die Ausscheidung eine Woche 


lang hin. 
Die Resultate, die man auf diese Weise erhalt, sind dann 


die folgenden: 


Harnsaure. 


In Versuch 4 wurde beim Kaninchen nach oraler Zugabe von 0,5 g 
Harnsaure an den Tagen 12. bis 19. VII. eine Mehrausscheidung von 0,043 g 
Oxalsiure beobachtet. Theoretisch war zu erwarten 0,280 g Oxalsaure. 
Ausbeute also 15,3°/, der Theorie. 

Im Versuch 8 am Kaninchen betrug die Mehrausscheidung nach 
intravenéser Injektion von 0,2 g Harnsiure am 7. bis 9. II. 0,033 g Oxal- 
siure. Theoretisch méglich waren 0,112; Ausbeute also 29,5°/,. Vom 
gleichen Tiere wurden im Lichte am 14. und 15. II. nach der gleichen 
Harnsiuregabe 0,040 g Oxalsiure ausgeschieden. Ausbeute also 36°), 
der Theorie. 

Allantoin. 


Laut Versuch 6 wurden vom Hunde auf orale Eingabe von 1 g 
Allantoin iiber den Durchschnitt der Werte vom 27. IV. bis 6. V. am 7. bis 
10. V. 0,028 g Oxalsiure ausgeschieden, wihrend maximal 0,570 g erwartet 
werden konnten. Ausbeute 5°/,. Dasselbe Tier schied im Lichtversuch 
am 17. und 18. V. 0,078 g Oxalsiure iiber den Durchschnitt aus, Da 
1 g Allantoin gereicht worden war, betrigt die Menge der gebildeten 
Oxalsaéure 13,7°/, der Theorie. 

Beziiglich der Allantoinausscheidung ergeben die Zahlen vom 7. bis 
12. V., da8B im Dunkelversuch 93,4°/, des gereichten Allantoins unver- 
aindert in den Harn iibergegangen sind, was gut zu friiheren Angaben 
pa8t. Im Lichtversuch dagegen erscheinen nur 20°/, Allantoin im Harn 
wieder, es muB also, abgesehen von der Oxalsiurebildung, ein weiterer 
Teil des Allantoins in anderer Weise verindert worden sein. 


Xanthin. 


Versuch | ergibt, daB der Hund am 7. bis 12. IV. 0,110 g mehr Oxalsiure 
ausschied, wahrend nach Gabe von 1 g Xanthin im Héchstfalle 0,590 g 
gebildet werden konnte. Die Ausbeute betrug demnach 18,6°/). Im 
Lichtversuch schied das gleiche Tier nach der gleichen Gabe am 21. bis 
26. IV. 0,168 g Oxalsiure mehr aus. Die gebildete Oxalsiure betrug 
28,4°/, der theoretisch méglichen. 

Im Versuch 3 betrug auf intravenése Zufuhr von 0,1 g Xanthin 
beim Kaninchen die Mehrausscheidung nur 0,006 g. Da_ theoretisch 
0,059 g erfordert waren, war die Ansbeute nur 10°/,. Diese Zahl fallt 
aus den sonstigen sehr heraus, so daB an einen Versuchsfehler gedacht 
werden mu8. Beim Lichtversuch schied das gleiche Tier 0,043 g Oxal- 
siure am 18. und 19. II. aus. Dies entspricht 73°/, der theoretisch még- 
lichen Menge. 
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Guanin. 


Es liegt nur ein Versuch vor, in dem eine erhebliche Vermehrung 
der Oxalsiure nach Darreichung von | g per os nicht festgestellt werden 
konnte. Die gebildete Oxalsiure betrug nur 3,7°/, der méglichen. 


Nucleinsaure. 


Der Hund in Versuch 1 schied nach Darreichung von 2 g Nuclein- 
sdure am 31. III. bis 4. IV. 0,072 g Oxalsiure mehr aus. Nach den obigen 
Betrachtungen war maximal eine Bildung von 0,5 g Oxalsdure zu er- 
warten, so daB die Ausbeute 14°/, betragt. Im Licht schied dasselbe 
Tier 0,130 g Oxalsdéure aus, was bei derselben Berechnung 26°/, der 
Theorie entspricht. 

Hund 2 hatte auf die gleiche Nucleinsiuredarreichung vom 31. III. 
bis 4. IV. einen UberschuB von 0,085 g Oxalsiiure entsprechend 17°), der 
theoretisch denkbaren Menge. Im Lichtversuch betrug die Mehraus- 
scheidung vom 11. bis 14. IV. 0,224 g Oxalsiure, also 48°/, der Theorie. 

Das Kaninchen des Versuches 4 hatte am 20. bis 24. VII. eine Aus- 
scheidung von 0,029 g Oxalsaure iiber den Durchschnitt, was bei Dar- 
reichung von 0,5 g Nucleinséure einer Ausbeute von 23°/, der Theorie 
entspricht. 

In nachfolgender Tabelle sind die Angaben iiber die prozentische 
Umwandlung nochmals zusammengefaBt. 




















Tabelle. 
Gebildete Oxalsaiure im 
Eingefiihrte ; Ver- Art Verhaltnis zur Theorie 
Substan Tier such der Zufuh sohe | 3 : 
u 4 Nr. er 4ulunr fohne Licht | im Licht 
0 0/ 
0 | 
Harnsaéure | Kaninchen 4 oral . 15,3 — 
” . 3 intravends 29,5 45,0 
Allantoin - 5 oral 16,6 32,0 
- Hund 6 oral 5,0 13,7 
Xanthin . 1 oral 20,3 28,4 
” Kaninchen 3 intravends 10,0 73,0 
Guanin * 3 oral 3,7 — 
Nucleinsaure Hund 1 oral 14,0 26,0 
n ” 2 oral 17,0 | 48,0 
= Kaninchen 4 oral 20,0 | _— 














Aus allen diesen Versuchen ergibt sich also, daB bei den 
untersuchten Tieren nach Zugabe von Purinen in nicht unbe- 
trichtlichem AusmaBe die Oxalsiureausscheidung steigt. Diese 


Reaktion ist im Licht bedeutend gesteigert. Nach den Er- 
20* 
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fahrungen, die uns bisher zu Gebote stehen, muB man an- 
nehmen, daB es sich um einen Oxydationsvorgang handelt, 
der durch die Lichtwirkung katalysiert wird. Die Hilfe von 
Katalysatoren besonderer Art, von Sensibilisatoren, scheint dabei 
eine wesentliche Vorbedingung zu sein, da nach friiheren Er- 
fahrungen Licht allein diese intensive Steigernng nicht bewirken 
kann. Freilich zeigt einer der angefiihrten Versuche (Tabelle V), 
da8 die Oxalsiurebildung bei dem Versuchskaninchen nach 
Eosininjektion die ohne eine solche nicht itibertraf. Man wird 
zu der Annahme gedraingt, daB ein besonders zuzufiihrender 
Katalysator (Sensibilisator) in diesem Falle nicht notwendig 
war, da ein solcher chlorophyllahnlicher Art bereits in dem ge- 
reichten Futter enthalten war. Da8 bei einer Reihe von pflanz- 
lichen Nahrmitteln solche Sensibilisatoren einen integrierenden 
Bestandteil bilden, ist ja bekannt; ich brauche nur an die 
Buchweizenkrankheit zu erinnern. Von Terray’) hat zwar 
angegeben, daB eine Oxalsaurebildung bei Sauerstoffmangel in 
steigendem MaBe zunimmt; in diesem Sinne erscheint diese 
Angabe jedoch recht unwahrscheinlich, da es sich bei der Oxal- 
siurebildung nur um eine Oxydationssteigerung, nicht um eine 
Oxydationsminderung handeln kann. Da8 trotzdem die Oxal- 
siiureausscheidung durch Sauerstoffmangel gesteigert sein kann, 
wire nur dadurch zu erklaren, daB eine weitere Oxydation 
der gebildeten Oxalsaure hierdurch ausgeschaltet wird. Ubrigens 
gibt auch die Lichtwirkung im Reagensglase mit Hilfe ver- 
schiedener Katalysatoren aus Purinkérpern Oxalsiure, eine 
ebenfalls oxydativ zu deutende Reaktion, iiber die spiter be- 
richtet werden soll. 

Eine Frage, die sich nun aufdringt, ist die, ob die Oxal- 
siure als ein Endprodukt aufzufassen ist. Chemische Analogien 
sprechen dagegen. Eine Photooxydation der Oxalsiure ist 
schon seit langerer Zeit bekannt. Der Analytiker weib, dab 
die in der MaBanalyse verwendeten Oxalsdurelésungen nur dann 
bestandig sind, wenn man sie gegen die Einwirkung des Lichtes 
schiitzt. Im Lichte bei Luftzutritt wird die Saéure zu Wasser 
und Kohlendioxyd oxydiert, eine Reaktion, die durch folgende 
zwei Gleichungen wiedergegeben wird: 


1) vy. Terray, Arch. f. d. ges. Physiol. 65, 393, 1896. 
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(COOH), + 0, = 200, + H,0, 


(COOH), + H,0O, = 2 CO, +- H,0. 

Es ist nun durchaus denkbar,, daB eine solche oder eine 
ahnliche Reaktion auch im Tierkérper vor sich gehen kénnte, 
da ja die notwendigen Agenzien, Licht und Sauerstoff, zur 
Verfiigung stehen. AuBerdem besitzt die Oxalsiure noch immer- 
hin eine gewisse Spannkraft, und da der Organismus 6konomisch 
arbeitet, wire wohl zu verstehen, wenn er auch diese Energie 
noch ausnutzen wiirde. Fiir unsere Versuche, insbesondere 
die im Licht ausgefiihrten, wiirde man daraus schlieBen kénnen, 
daB die Oxalséurebildung noch iiber das Maf hinausgehen 
kann, das man aus der Oxalsdureausscheidung erschlieBt. 

Uber das Verhalten der Oxalsiure im Organismus sind die Angaben 
widersprechend. Zuerst hat Gaglio’) angegeben, da8 bei Durchleiten von 
Blut mit Oxalat durch die iiberlebende Niere keine Oxydation von Oxalsaure 
auftritt, und da8 ebenso bei Verfiitterung an Hiihner die Saure unver- 
andert wieder ausgeschieden wird. Ganz besonders hat sich Pohl?) fiir 
die Unangreifbarkeit der Oxalsiure im Organismus eingesetzt, eine Stimme, 
der zweifellos erhebliches Gewicht zukommt. Diesem schroff ablehnen- 
den Standpunkt stehen jedoch vielfach andere Ansichten gegeniiber. 
Salkowski’) halt eine Unzerstérbarkeit der Oxalsaure fiir durchaus 
nicht erwiesen. Nach Tomaszewski‘) zerstéren die Organe auch Oxal- 
siure; nach Autenrieth und Barth®*) wird die dem Kaninchenorganis- 
mus einverleibte Oxalsiure véllig oder nahezu véllig verbrannt. Dakin 
hat eine vollstandige Verbrennung bei Einfuhr mittlerer Mengen, eine 
unvollstandige bei Zufuhr groBer Mengen festgestellt. Diese Untersucher 
stehen also auf dem Standpunkt, daB die Oxalsaéure kein Endprodukt 
des tierischen Stoffwechsels ist oder zum mindesten zu sein braucht. 

Auch ohne daB man annimmt, daB in den angefihrten 
Versuchen ein Teil der gebildeten Oxalsiure weiter verbrannt 
wird, zeigen die geschilderten Ergebnisse doch deutlich, daB 
bei Gabe von Purinkérpern die Oxalsaéure in verhaltnismaBig 
weitem MaBe vermehrt ist. Es soll a priori nicht behauptet 
werden, daB die Mehrbildung aus den zugefiihrten Purinen 
stammen muB8: es ist denkbar, daf irgendwelche komplexen 


1) G. Gaglio, Arch. f. experim. Pathol. 22, 235, 1887. 

*) J. Pohl, Arch. f. experim. Pathol. 37, 413, 1896. 

lic. 

*) 1. 0. 

5) W. Autenrieth und H. Barth, Zeitschr. f. physiol. Chem. 35, 
327, 1902. 
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Vorgange sich noch dazwischenschieben. Immerhin sind die 
Ergebnisse in ihrer Regelmafigkeit wichtig genug, um die Frage 
der Oxalsaiurebildung aus Purinen erneut zur Diskussion zu 
stellen. DaB auch andere Substanzen imstande sind, im Or- 
ganismus Oxalsiéure zu bilden, soll nicht geleugnet werden. 
Immerhin kénnten die Mengen, die aus den Purinen gebildet 
werden kénnen, vollstindig geniigen, um das regelmaBige und 
unter bestimmten Umstanden gesteigerte Vorkommen der Oxal- 
séure im Harn zu erklaren. 











Vergleichende Untersuchungen iiber Stickstoff- 
ausscheidung kranker Nieren mittels Harnstoffbelastung 
und Ambardscher Konstante. 


Von 
H. Guggenheimer. 


(Aus der III. Medizinischen Klinik der Universitat Berlin.) 


(Hingegangen am 11, September 1919.) 


Zur Orientierung iiber das Verhalten der fiir die Beurteilung 
der Nierenfunktion so wichtigen Stickstoffausscheidung standen 
uns bisher zwei Wege zur Verfiigung. Eine Bilanzpriifung, 
bei der nach Achard und v. Monakow eine Harnstoffzulage 
eingeschaltet wird oder das Fahnden auf Rest-N- bzw. Harn- 
stoffretention im Blut durch den Nachweis einer bestehenden 
Azotimie (H. StrauB, Widalu.a.). Eine dritte ingenidse Methode 
wies uns Ambard’) durch die Ausarbeitung seiner Bestimmung 
des himorenalen Index der Harnstoffausscheidung. Ambard 
gelang es, aus dem Verhiltnis Harnstoffgehalt des Blutes zur 
Harnstoffausscheidung im Urin unter Beriicksichtigung der 
Harnstoffkonzentration bestimmte fiir normale Nierentatigkeit 
giiltige Beziehungen abzuleiten. Wahrend wir uns namlich bei 
einem Harnstofftiter des Blutes von 15 bis 40 mg-°/,, nach 
Widal sogar bis 50 mg-°/, noch innerhalb der normalen 
Grenzen bewegen — hier also ziemlich groBe individuelle 
Schwankungen vorliegen —, durfte vielleicht erwartet werden, 
aus dem Verhiltnis des Blutharnstofftiters zu der in einem 
bestimmten Zeitabschnitt ausgeschiedenen Harnstoffmenge auch 
bei noch nicht bestehender Azotimie eine bereits geschadigte 





1) Ambard, Physiologie normale et pathologique des reins. Gittler, 
Paris 1914. 
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Harnstoffausscheidung aufzudecken. Voraussetzung war der 
Nachweis, da8 bei gesunden Nieren der Quotient annaihernd 
den gleichen Wert liefert. Dies war in der Tat der Fall. 


Ich will hier nicht eine ausfiihrliche Ableitung der Ambardschen 
Formeln geben, da ich darauf an anderer Stelle naher eingegangen bin 
und dort auch die den Ambardschen Gesetzen zugrunde liegenden 
Beobachtungen angefiihrt habe. Die endgiiltige Ambardsche Formel 
lautet: Ur 3 


——= = Kk, 
V D-70-ye 
ps 
Dabei bedeutet 


Ur den Harnstoffgehalt des Blutes in Gramm pro Liter, 
e Harnstoffkonzentration im Urin in Gramm pro Liter, 
D absolute in 24 Stunden im Urin ausgeschiedene Harn- 
stoffmenge, 
p Kérpergewicht des Untersuchten (in Beziehung gesetzt zum 
Normalgewicht von 70 kg). 

Der Wert D wird z. B. auf die Weise erhalten, daB eine am 
besten morgens niichtern von der Versuchsperson gelassene, genau ab- 
gegrenzte 2stiindliche Urinmenge mit der Zahl 12 und der durch Analyse 
gefundenen Harnstoffkonzentration multipliziert wird. Innerhalb des 
nimlichen Zeitintervalls wird eine Blutentnahme vorgenommen und im 
Vollblut oder Blutserum ebenfalls der Harnstoffgehalt bestimmt. Die 
Methode der Wahl dafiir ist das von Marschall und van Slyke aus- 
gearbeitete Ureaseverfahren. Fiir praktische Zwecke reicht aber, wie 
ich mich durch Kontrolluntersuchungen iiberzeugt habe, unter gewissen 
Kautelen auch das Bromlaugeverfahren mittels des Ureometers nach 
Ambard und Hallion vollkommen aus. 

Der Zahlenwert dieser Konstante schwankt bei Nieren- 
gesunden nach Ambard nur zwischen 0,06 bis 0,08, also 
innerhalb ganz geringer Grenzen. Meine eigenen Untersuchungen 
am nichternen Menschen in Ruhelage bestitigten dies in der 
ganz iiberwiegenden Mehrzahl der Faille. Nur hochst selten 
findet man offenbar bei gewissen Reizzustiinden eine abnorm 
niedrige Konstante, wobei der Einflu8 der Kriegskost eine 
Rolle spielen mag. 

An einem groBen Nephritismaterial erwies sich mir die 
Bestimmung des himorenalen Index zur Entscheidung klinischer 
Fragestellungen als auBerst wertvoll. Ich bin darauf in einer 
speziellen Arbeit’) naher eingegangen. Als wesentliches Er- 





*) Guggenheimer, Der haimorenale Index zur Bestimmung der 
Harnstoffunktion der kranken Niere und seine klinische Bewertung. 
Zeitschr. f. experim. Pathol. u. Ther. (im Druck). 
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gebnis ist die friihzeitige Erkennung einer insuffizienten Stick- 
stoffausscheidung anzusehen in Fallen, bei denen der Harnstoff- 
spiegel des Blutes die normalen Grenzwerte noch nicht erreicht 
oder iiberschritten hat. In diesem Sinne ist eine Erhohung 
der Konstante zu verwerten, die ja anzeigt, daB die Harn- 
stoffausscheidung bezogen auf den Harnstoffgehalt des Blutes 
zurickbleibt. Sehr haufig zeigte dann die in manchen Fallen 
sich schon auf Jahre erstreckende weitere Beobachtung des 
Kranken, daB die aus dem zu Anfang schon erhoht gefundenen 
Konstantenwert gezogenen prognostischen Schliisse sich durch 
einen progredienten Verlauf des Nierenleidens bestitigen. 

Ambard hat uns auch gezeigt, wie man aus der jeweiligen Er- 
héhung der Konstante den Grad der Funktionsschidigung der Harn- 
stoffausscheidung abschatzen kann. Ich will hier nur darauf hinweisen, 
daB bei einer Konstante von 0,1 der funktionelle Defekt etwa 50°), 
bei einer Konstante von 0,14 [entgegen der Annahme von Albert’) 
und Wolff?)} bereits 25°/, betrigt. Nahere Ausfiihrungen finden 
sich in meiner vorher erwahnten Arbeit. Daselbst sind auch die von 
H. Wolff nicht gewiirdigten schénen tierexperimentellen Untersuchungen 
von A. Weill erwahnt, die die Ambardschen Voraussetzungen voll und 
ganz bestatigen. 

Die Berechtigung der Monakowschen*) Kritik, wonach die 
Ambardsche Formel insofern verbesserungsfihig wire, als in ihrer 
idealen Fassung der Zahler das wirkliche Harnstoffangebot der Niere in 
der Zeiteinheit auszudriicken hatte, ist zuzugeben. Dazu wire es aber 
notwendig, die jeweilige Strémungsgeschwindigkeit des Blutes in den 
NierengefaéBen sowie deren Fiillungszustand zu kennen. Wir miissen 
uns also auch hier wie bei so vielen klinisch trotzdem oft sehr niitz- 
lichen Methoden mit gewissen Unvollkommenheiten abfinden. Einen 
Kompensationsfaktor stellt ja, wie v. Monakow selbst zugibt, die Be- 
riicksichtigung der Urinkonzentration im Nenner der Formel dar. Eine 
ausreichende Durchblutung der Nieren ist natiirlich Voraussetzung einer 
normalen Harnstoffausscheidung. Deshalb werden wir selbstver- 
standlich in Fallen mit kardialer Stauung von dem Ambard- 
schen Verfahren ebensowenig wie von anderen Nieren- 
funktionspriifungen Gebrauch machen diirfen. 

Es erschien mir im Interesse der weiteren Klairung der 
von vielen Seiten noch nicht geniigend beachteten Feststellungen 
Ambards wiinschenswert, bei einer gréBeren Anzahl von Nieren- 
kranken vergleichsweise auch die Ergebnisse der komplizierteren 


1) Albert, diese Zeitschr. 93, 89, 1919. 
®) W. Wolff, diese Zeitschr. 94, 262, 1919. 
3) vy. Monakow, Arch. f. klin. Med. 122 u. 123. 
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Methode der Harnstoffbelastung nach v. Monakow heranzu- 
zichen. Fiir die Praxis wiirde ja das innerhalb weniger Stunden 
zum Ziele fiihrende Verfahren Ambards eine ungleich gréBere 
Bedeutung gewinnen, wenn seine Zuverlassigkeit erwiesen ist. 
Denn die nach der Monakowschen Versuchsanordnung nétigen 
Stoffwechselversuche erfordern doch fiir viele Tage eine genaue 
Bilanzeinstellung des Patienten und einen erheblich gréBeren 
Zeitaufwand fiir die analytischen Bestimmungen. Diese Me- 
thode ist nur in einer Klinik mit gut diszipliniertem Personal 
und bei einem zuverlassigen Kranken ausfiihrbar. 


Methodisch ware zu bemerken, daB im Stoffwechselversuch eine 
etwa 70g Eiwei8 enthaltende Standardkost so lange gegeben wurde, bis 
im Urin 4 bis 5 Tage lang nur unerhebliche N-Schwankungen um 
einen Mittelwert auftraten. Dann bekam der Patient eine Zulage von 
20 g Urea. Da ich aus réiumlichen Griinden auf eine vollstandige Wieder- 
gabe der Versuchsergebnisse verzichten muB8, sind in der Tabelle nur 
die am 1. und 2. Versuchstag beobachteten Steigerungen der N-Aus- 
scheidung um den Mittelwert der Vorperiode eingetragen, auBerdem in 
einer weiteren Kolonne die in insgesamt 48 Stunden iiberschiissig elimi- 
nierte N-Menge, die bei normaler Nierentatigkeit der Belastungsmenge 
von 20g Urea 9,3 g N entsprechen sollte. 

Fiir den Wasserversuch wurde stets 11/, 1 diinner Tee verabreicht, 
die angegebenen Zahlen beziehen sich auf did Ausscheidung in 4 Stunden. 
An den Wasserversuch wurde gewéhnlich ein Konzentrationsversuch an- 
geschlossen. AuBerdem habe ich noch die Schwankungen des spezifischen. 
Gewichts bei der Schlayer-Hedingerschen Probemahlzeit angefiihrt 
Leider muBte auch hier von einer instruktiveren Darstellung durch 
Kurvenbilder abgesehen werden. 

Die Mehrzahl der in Tabelle I angefiihrten Faille mit Glomerulo- 
nephritis wurde nach dem Gesichtspunkt ausgewahlt, daB die ver- 
gleichenden Funktionspriifungen vorwiegend bei solechen Patienten vor- 
genommen wurden, bei denen ein Ubergang ins chronische Stadium 
in Frage kam. Aus leicht verstindlichen Griinden kamen Kranke im 
Héhestadium der akuten Glomerulonephritis nicht in Betracht. Keiner 
der Patienten war zur Zeit der Untersuchung starker ddematés, bei 
keinem bestand kardiale Stauung. 

Wenden wir uns zunichst der Besprechung der Falle von 
Glomerulonephritis zu. Bei den ersten 3 Fallen ist die Am- 
bardsche Konstante normal, ebenso entspricht die Mehraus- 
scheidung von N an den Versuchstagen nahezu der Harnstoff- 
zulage. Auf das eigenartige Verhalten von Fall 4 werde ich 
noch zu sprechen kommen. Bei Fall 5 kénnte man im Zweifel 


sein, ob das nicht sehr erhebliche Defizit von 1,31 g N bei 





Tabelle I. 
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der Monakowschen Versuchsanordnung schon im Sinne einer 
Stérung der N-Ausscheidung zu verwerten ist. Der haimorenale 
Index betrigt hier 0,099, ist also schon deutlich erhéht auf 
einen Wert, der nach Ambards Berechnung etwa einer funk- 
tionellen Beeintrachtigung von 50°/, entspricht. Auch aus dem 
schlechten Ausfall des Wasser- und Konzentrationsversuchs 
sowie aus der in der Schlayerschen Versuchsanordnung zutage 
tretenden deutlichen Fixation des spezifischen Gewichts diirfen 
wir schlieBen, daB bei diesen Patienten die Nieren nach ver- 
schiedenen Richtungen hin funktionell nicht unerheblich ge- 
schadigt sind. 

Wenn wir weiterhin die nachsten 5 Fille Nr. 6 bis 10 
iberblicken, so finden wir Werte des himorenalen Index zwischen 
0,107 und 0,130, oder mit andern Worten einen Funktions- 
wert der Harnstoffausscheidung, der bereits die Halfte bis ein 
Viertel des normalen betragt. In simtlichen Fallen lieB sich 
auch aus dem Stoffwechselversuch einwandfrei eine Schidigung 
der N-Ausscheidung nachweisen. Es ist nun sehr wichtig, 
festzustellen, daB wir in keinem dieser Fille allein 
aus der Blutuntersuchung auf eine derartige Funk- 
tionsstérung hitten schlieBen kénnen. Die Harnstoff- 
werte in Fall 6, 8 und 10 sind noch ganz normal, die in 
Fall 7 und 9 an der oberen Grenze des Normalen. Damit 
dokumentiert sich ganz augenfallig die Uberlegenheit des Am- 
bardschen Verfahrens iiber die bisher wegen der Kompliziert- 
heit des Stoffwechselversuchs fast durchweg allein ausgefiihrte 
Untersuchung auf Azotimie. Man kann also bei der progno- 
stischen Beurteilung eines Krankheitsfalles bei bloBer Beriick- 
sichtigung der Harnstoffwerte im Blut leicht fehlgehen, wenn 
man sich nicht durch Bestimmung des himorenalen Index 
noch vergewissert, ob nicht schon eine okkulte Retention 
vorhanden ist. Da sich die retinierten Schlacken des N-Stoff- 
wechsels in den ersten Stadien der Ausscheidungsstérung nicht 
allein im Blut anhaufen, sondern sich, wie wir wissen, auch 
auf die iibrigen Gewebe mehr oder weniger gleichmaBig ver- 
teilen, diirfen wir in dieser Zeit auch im Blut noch keine 
deutliche Azotaimie erwarten. 

Schon im Laufe eines weiteren halben Jahres kann bei 
fortschreitendem Charakter der Erkrankung, wie es z. B. in 
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den beiden nichsten Fallen 11 und 12 der Fall war, der zu- 
naichst noch normale Harnstofititer im Blut (33 bzw. 36 mg-°/,) 
deutlich in die Héhe gehen (auf 59 bzw. 72 mg-°/,). In 
beiden Fallen gab uns der bei der ersten Untersuchung bereits 
auf 0,16 erhéht gefundene Wert der Ambardschen Konstante 
frihzeitig ein Warnungszeichen. In beiden Fallen nahm die 
Glomerulonephritis einen bésartigen Verlauf. Im Laufe eines 
weiteren Jahres gingen beide Patienten mit sekundarer Schrumpf- 
niere an echter azotamischer Uraimie zugrunde. 

Es bedarf nicht der naiheren Begriindung, wie wichtig es 
fiir den Kliniker ist, méglichst friihzeitig durch den Ausfall 
der Ambardschen Konstante auf einen erheblicheren Funktions- 
ausfall der N-Ausscheidung aufmerksam gemacht zu werden, 
bereits in einem Zeitpunkt, in dem, wie aus Tabelle I hervor- 
geht, die fiir das zweite Stadium der Glomerulonephritis nach 
Volhard charakteristische Hypertonie noch nicht einmal aus- 
gesprochen zu sein braucht. Denn der an der oberen Grenze 
des Normalen befindliche Blutdruckwert von 140 mm Hg, den 
wir in Fall 6 bis 9 konstatierten, findet sich ebenso z. B. bei 
den ganz anders zu beurteilenden Fallen 1 und 2. 

Zur Zeit der Stoffwechseluntersuchung war in den Fallen 
Nr. 11 bis 14 der Harnstoffwert im Blut schon deutlich 
erhoéht. Bei Harnstoffbelastung ergab sich auch in allen diesen 
Fallen erhebliche N-Retention. Hier wie in Fall 10 fand sich 
auch eine ausgesprochene Blutdruckerhéhung. 

Das Wasserausscheidungs- und -konzentrationsvermogen 
war fast in allen Fallen mit geschidigter N-Funktion 
mehr oder weniger beeintrachtigt. Ein ganz paralleles Ver- 
halten werden wir nicht erwarten, nachdem wir wissen, wie 
verschieden hochgradig haufig die einzelnen Partialfunktionen 
der Nieren betroffen sind. Immerhin fallt bei Fall 14 das 
vollig normale Verhalten des Wasserversuchs auf, zumal gerade 
dieser Fall die schwersten Stérungen der N-Ausscheidung auf- 
weist. Ebenso kontrastiert die ungeniigende Konzentrations- 
fihigkeit in Fall 3 mit dem guten Ergebnis beider Methoden 
zur Priifung der N-Ausscheidung. Wir wissen ja schon langst, 
da8 wir aus dem Ausfall der beiden wegen ihrer Einfachheit 
am meisten in die Klinik eingefiihrten Verfahren, des Wasser- 
und Konzentrationsversuchs, nur bedingte Schliisse ziehen 
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diirfen und werden gut daran tun, sie méglichst durch die 
Ambardsche Methode zu ergianzen. 

Diese Erginzung wird auch fiir die ganz andere Gesichts- 
punkte beriicksichtigende wertvolle Schlayer-Hedingersche’) 
Versuchsanordnung in solchen Fallen wiinschenswert sein, wenn 
es gilt, funktionelle Defekte von bloBen Reizzustiinden abzu- 
grenzen. Auch aus der Ausscheidungsform allein kénnen ja 
mitunter Schliisse auf das Bestehen einer Einengung des 
sezernierenden Nierenparenchyms gezogen werden. Eine der- 
artige, haiufig auch mit Nykturie kombinierte, stets als schwere 
Schidigung aufzufassende Ausscheidungsstérung erkennen wir 
an der starren Fixation des spezifischen Gewichts etwa um 
1010 in allen Tagesportionen. In den Fallen 11 bis 14 war 
eine derartige Hyposthenurie unzweifelhaft vorhanden. Ist 
aber, wie in anderen Fallen, die Fixation des spezifischen Ge- 
wichts mit einem durch Polyurie sich kundgebenden erheb- 
lichen Reizzustand verkniipft, so ist die Beurteilung, ob echte 
oder falsche Hyposthenurie vorliegt, haufig nicht so einfach. 
Unter falscher Hyposthenurie versteht man bekanntlich eine 
mangelhafte Akkomodationsbreite der Nierentatigkeit, lediglich 
bedingt durch iiberschieBende Wasserdiurese. Wie Schlayer 
selbst hervorhebt, kommen derartige Reizzustinde nicht selten 
vereint mit echter Konzentrationsstérung vor. Eine betricht- 
lichere Schidigung der N-Ausscheidung, die sich aus einem 
entsprechend erhdhten Konstantenwert ergibt, wird in derartig 
zweifelhaften Fallen die Deutung nach der Richtung eines Aus- 
falls sekretorischen Nierengewebes erleichtern. 

Die Beriicksichtigung der Ergebnisse méglichst zahlreicher 
und verschiedenartiger Funktionspriifungen hat unbedingt den 
groBen Vorzug, daB dadurch gewisse auch fiir den Geiibteren 
zunachst zweifelhafte Einzelresultate in ihrer klinischen Ver- 
wertbarkeit wesentlich gewinnen. So machen wir uns auch 
frei von einem schematischen Festhalten an ganz prazisen 
normalen Grenzwerten, die es fiir jede Methode, wie nahere 
Einsicht lehrt, gar nicht geben kann. 

Nicht mit Unrecht bezeichnete Schlayer die bisher iib- 
lichen quantitativen Methoden als zu grob, da man dabei 
haufig Ausschlige erst bei ziemlich hochgradigen Stérungen 

1) Schlayer und Hedinger, Arch. f. klin. Med. 114. 
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erhalte. Dies gilt, wie ich hier hoffe nachgewiesen zu haben und 
wie mir ausgedehnte sonstige Erfahrungen taglich bestatigen, nicht 
fiir die Ambardsche Methode. Sie wird deshalb gerade vom Stand- 
punkt des Klinikers aus, dem es ja darauf ankommen muB, még- 
lichst friihzeitig Schadigungen der Nierenfunktion aufzudecken, 
als ein wichtiger Fortschritt angesehen werden miissen. 

Ebenso wesentlich ist es haiufig, nach iberstandener akuter 
Nephritis harmlosere Residualalbuminurien als solche erkennen 
zu konnen. Eine derartige Fragestellung bot Fall 1, ein 
Patient, der nach itiberstandener Feldnephritis wegen seiner 
Restalbuminurie und Restcylindrurie im Laufe von 11/, Jahren 
aus einem Lazarett ins andere wanderte. Hier ergab die 
Ambardsche Konstante in Ubereinstimmung mit dem Stoff- 
wechselversuch und den iibrigen Methoden nicht den mindesten 
Anhaltspunkt fiir eine geschidigte Nierenfunktion. Die gutacht- 
liche Beurteilung des Patienten war daher wesentlich erleichtert. 

Es stehen nun noch die Fille von Nierensklerose zur Er- 
orterung. Fall 19 ist trotz der noch nicht ausgesprochenen 
Azotaimie, wie Stoffwechselversuch und erhéhte Konstante iiber- 
einstimmend zeigen, schon zur malignen Form Volhards ge- 
horig aufzufassen. 

Auch unter den klinisch als benignen Nierensklerosen zu 
rubrizierenden Fallen ist bei einem Teil die Ambardsche 
Konstante bereits erhéht. Fiir vorliegende Untersuchungen 
habe ich absichtlich derartige Fille mit méafig erhdhter 
Konstante um 0,1 ausgewihlt. Ein Vergleich der Ergebnisse 
beider Methoden ergab nun in Fall 15 und 16 geradezu paradoxe 
Resultate. Um dafiir eine Erklarung zu finden, miissen wir 
uns die prinzipielle Verschiedenartigkeit beider Verfahren vor 
Augen halten. Mit der Ambardschen Konstante erhalten 
wir gewissermafien einen Einblick in die effektive Nieren- 
leistung beziiglich der Harnstoffausscheidung bei von auBen 
unbeeinfluBter Organtatigkeit. Das Monakowsche Verfahren 
dagegen priift die Anpassungsfahigkeit der Niere gegeniiber 
erhéhten Arbeitsleistungen. Es ist nicht von der Hand zu 
weisen, da hier gerade durch den Belastungsreiz der Harn- 
stofizulage eine bereits geringgradig geschadigte und dabei im 
Stadium der ,,Uberempfindlichkeit“ befindliche Niere voriiber- 
gehend sogar erhéhte Leistungen vollbringen kann. So méchte 
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ich mir das Verhalten in Fall 15 und 16, ebenso wie in dem 
iibergangenen Fall 4 von abklingender akuter Glomerulo- 
nephritis im Stoffwechselversuch als tiberschieBende 
N-Ausscheidung erkliren. Die Ambardsche Methode, 
bei deren Versuchsanordnung derartige Reizwirkungen nicht 
hervorgerufen werden, ergeben interessanterweise in allen 3 Fallen 
eine leichte Herabsetzung der Harnstoffunktion. 

Es liegt nahe, hierin ein Phinomen zu erblicken, das in 
das Gebiet der krankhaften Uberempfindlichkeit (Hyperergie) 
und reizbaren Schwiche gehért, woriiber sich erst jiingst 
Goldscheider’) in seiner durch zahlreiche Beispiele illustrierten 
Monographie ausgelassen hat. Eine nahere Auseinandersetzung 
dieser Verhiltnisse, bei der die jeweilige Anspruchsfahigkeit 
der Nierenelemente auf bestimmte Reize eine Rolle spielen 
diirfte, soll an anderer Stelle erfolgen. Ich mochte hier nur 
soviel bemerken, daB andererseits unzweifelhaft auch Hemmungs- 
wirkungen des Harnstoffs in Betracht zu ziehen sind. Dem- 
nach kénnte die Harnstoffbelastung je nach dem momentanen 
Funktionszustand der Nierengewebe nach beiderlei Richtung 
hin, férdernd wie hemmend, die N-Ausscheidung beeinflussen. 
Fehit dieser Belastungsreiz wie bei dem Ambardschen Ver- 
fahren, so kénnen sich die Resultate ganz anders darstellen. 

Wenn wir von diesen besonderen Verhaltnissen absehen, 
die eine Divergenz der beiden Methoden im Einzelfall ohne 
weiteres erklirlich erscheinen lassen, diirfen wir im allgemeinen 
doch von einer weitgehenden Ubereinstimmung der 
Resultate des Stoffwechselversuchs mit Harnstoff- 
belastung und dem Ergebnis der Bestimmung des 
haimorenalen Index nach Ambard sprechen. Was ich 
nochmals betonen méchte, ist die fiir den Kliniker duBerst 
wichtige Feststellung, da& die keineswegs komplizierte Am- 
bardsche Methode haufig schon zu einer Zeit eine be- 
ginnende Insuffizienz der Harnstoffausscheidung an- 
zeigt, wo der Blutharnstofftiter noch keineswegs als 
erhoéht zu erkennen ist. Wir sind also in der Lage, durch 
dieses Verfahren gewissermaBen schon das erste Stadium 
der N-Retention aufzudecken. 


?) Goldscheider, Uber die krankhafte Uberempfindlichkeit und 
ibre Behandlung. G. Thieme 1919. 











Zur Theorie der Diastasewirkung. 


Von 


Gertrud Woker. 


(Aus dem Institut fiir physikalisch-chemische Biologie der Universitat 
Bern.) 


(Hingegangen am 12. September 1919.) 


Vor einigen Monaten hat Wohlgemuth’) in dieser Zeit- 
schrift einen Aufsatz veréffentlicht, auf den ich mir gestatte, 
einiges zu erwidern, da Herr Wohlgemuth aus seinen ins- 
gesamt 6 meine Theorie angehenden Versuchen den SchluB 
zieht:.... ,,Es sind damit alle Betrachtungen iiber die Theorie 
der Diastasewirkung, die G. Woker angestellt hat, hinfillig.“ 

Dieser Behauptung gegeniiber sei zunachst festgestellt, daB 
ein gelungener Nachweis von Diastasemodelleigenschaften des 
Formaldehyds zwar einen sehr wichtigen Stiitzpunkt meiner 
Theorie der Diastasewirkung darstellt, daB aber nichts dazu be- 
rechtigt, ein negatives Ergebnis — vorausgesetzt, daB es be- 
stiinde — gegen meine Auffassung ins Feld zu fiihren, dab 
die Aldehydgruppe, die den Fermenten bekanntermaBen aus 
verschiedenen Griinden und von verschiedenster Seite zuge- 
sprochen worden ist, Tragerin der Wasser iibertragenden Fiahig- 
keit hydrolysierender Fermente ist. Diese Wasser iibertragende 
Fahigkeit wire innerlich verkniipft mit dem wechselseitigen 
Ubergang der Aldehydgruppe in die Aldehydhydratgruppe. Nur 
wo sich die Bildung des intermediéren Aldehydhydrates, ent- 


*) Wohlgemuth, Neue Theorien der Diastasebildung und Diastase- 
wirkung, diese Zeitschr. 94, 219 bis 224, 1919. 
Biochemische Zeitschrift Band 99. 21 
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OH 
sprechend der Formel: R?)—CH = 0 + HOH = R—CH™ 


OH 

OH 
wie auch dessen Zerfall, gemi8 der Gleichung: R—CH 

OH 
== R—CH=0O-+H.0H rasch vollzieht, sind die Grundbe- 
dingungen fiir eine Ubertragung der Elemente des Wassers H 
und OH auf ein Substrat wie die Starke gegeben, das unter 
dem Einflu8 der minimen Mengen freier H'- und OH’-Ionen 
des reinen Wassers, die allein fiir die Hydrolyse des Substrates 
in Betracht kommen diirften, nur bei sehr langer Einwirkung 
einen Zerfall erleidet*). Ist die Geschwindigkeit, sei es der 
Bildungs-, sei es der Zerfallsreaktion, nur gering, so fallt der 
Mechanismus einer Wasseriibertragung dahin, deren Prinzip in 
der Trennung der H- und OH-Gruppen des Wassers durch die 
Addition derselben an die Aldehydgruppe und die Darbietung 
der aktiven Ionen H’ und OH’ durch das zerfallende Aldehyd- 
hydrat an die Substratmolekiile besteht. In einem solchen Fall 
ware also ein Aldehyd nicht zu hydrolytischen Wirkungen be- 
fahigt, und da iiber den EinfluB der Konstitution des mit der 
Aldehydgruppe verbundenen Radikals R auf die Beschaffen- 
heit des Aldehydhydrats so gut wie nichts bekannt ist, so kann 
auch fiir einen Aldehyd nicht vorausgesagt werden, ob er als 
Diastasemodell zu fungieren vermag oder nicht. Es ist dem- 
nach Sache des Zufalls, ob ein Aldehyd, der den erwihnten Eigen- 
schaften geniigt, friiher oder spaiter gefunden wird. 

Den Formaldehyd zog ich als ersten in Betracht, weil sich 
hier eine eventuell feststellbare hydrolytische Wirkung mit Sicher- 
heit auf die Aldehydgruppe zuriickfiihren lieB, ohne jedoch bei 
dieser im iibrigen zufalligen Wahl zu erwarten, im Formaldehyd 
einen ebenbiirtigen Konkurrenten der Diastasen zu finden, die 
tierische und pflanzliche Organismen im Kampf ums Dasein 


*) R bedeutet allgemein das mit der Aldehydgruppe verbundene 
Radikal. 

*) S. schon de Saussure, Annal. chim. phys. (2) 11, 379, 1819; 
Schweiggers Beitrage z. Chem. u. Physik 27, 301, 1819. 
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und unter anderen in der Natur zu einer Auslese des Tiichtig- 
sten fiihrenden Einfliissen zum vollkommensten Werkzeug des 
Stirkeabbaus ausgebildet haben, sei es durch eine optimale Be- 
schaffenheit aktivierender Begleitkérper — Sauren, Salze usw. —, 
sei es durch eine giinstige Konstitution des mit der Aldehyd- 


gruppe verbundenen Restes. 

Hatten meine Vorversuche’) wie die nach jeder Richtung hin die 
Kriterien einer Stirkespaltung verfolgenden Versuche vofi Herrn Maggi*) 
kein positives Ergebnis gehabt, so hatte ich weitere Aldehyde auf hydro- 
lysierende Fahigkeiten gegeniiber der Starke gepriift, niemals aber eine 
Theorie aufgegeben, die meines Wissens die einzige ist, die das Ratsel 
der fermentativen Hydrolysen auf einen einfachen Mechanismus der 
Wasseriibertragung zuriickfiihrt, der auf dem Wenigen aufbaut, das iiber 
die chemische Natur der Fermente von der iiberwiegenden Mehrzahl der 
Forscher angenommen wird *), — eines Mechanismus, demgegeniiber ferner 
keine chemischen oder biologischen Bedenken bestehen und der endlich 
dem genialen Gedankengang eines Hiifner‘), eines Nencki®) und in 
gewirsem Sinne auch schon eines Traube®) gerecht wird, die zu einer 
Zeit als die elektrolytische Dissoziationstheorie noch nicht einmal die 
Basis fiir solche Ideen geschaffen hatte, die Wirkung hydrolysierender 
Fermente auf eine Vermehrung des Zerfalls des Wassers in die Elemente 
jeder Hydrolyse H und OH zuriickgefiihrt hatten. 

Auch wenn Herr Wohlgemuth noch so sehr davon iiberzeugt 
ist, daB der Formaldehyd keine der Diastase analogen Wirkungen be- 
sitzt, wird er sich daher nichtsdestoweniger mit meiner Theorie der 
Diastasewirkung weiter auseinanderzusetzen haben. 

Da die Versuche von Herrn Wohlgemuth, wie gesagt, 
die Kernfrage nicht zu entscheiden vermégen und auch als 
solehe eine nur unwesentliche Modifikation von anderen Ver- 


1) G. Woker, Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 49, 2311, 1916. 

*) H. Maggi, Fermentforschung 1919. 

*) Trotzdem sich in der Literatur immer wieder die Vorstellung 
der Aldehydnatur der Fermente findet, die ich daher als Ausgangspunkt 
meiner Vorstellungen wihlte, méchte ich dariiber hinaus auch andern 
Gruppen, die die Fahigkeit der intermediiren Hydratbildung besitzen, 
so insbesondere der Aminogruppe, die durch Wasseraddition in eine 
unbestaindige Ammoniumhydroxydform iiberzugehen vermag, als fiir den 
Mechanismus fermentativer Hydrolysen in Betracht fallend, annehmen. 

*) Hiifner, Journ. f. prakt. Chem. (N. F.) 5, 372, 1872. 

*) Nencki, s. Die Lehre von der fermentativen Gerinnungserschei- 
nungen, Dorpat 1876; Fehlings Handworterbuch 8, 220, 1878; s. auch 
Wallach, Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 10, 2125, 1877. 

*) Traube, Theorie der Fermentwirkungen, Berlin, 1858; Fehlings 
Handwéorterbuch, |. ¢. vorige FuBnote, S. 220. 

21* 
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suchen darstellen, die ebenfalls zu negativen Ergebnissen ge- 
fiihrt haben und zu denen ich kiirzlich in den Berichten der 
deutschen chemischen Gesellschaft’) Stellung genommen habe, 
so kann ich-mich kurz tiber dieselben fassen. 

Auch Wohlgemuth iberlaBt Formaldehyd-Starkegemische 
24 Stunden sich selbst bei Brutschranktemperatur. Eine so lang 
ausgedehnte Versuchsdauer ist aus zwei Griinden unzulassig: 

1. Geht der Formaldehyd mit den Spaltprodukten der 
Starke, z. B. Zucker, Verbindungen ein, die das Auftreten falscher 
Gleichgewichte (Tammann) bedingen, welche den Formaldehyd 
unwirksam machen und den Nachweis der Spaltprodukte sehr 
erschweren, wie dies auch kiinstliche Glucose- oder Maltose- 
gemische mit Formaldehyd bis zu einem gewissen Grad er- 
kennen lassen. 

2. Volizieht sich die Einwirkung von Formaldehyd auf 
Starke sehr gehemmt. Nur ganz zu Anfang vermag das Bild 
der Spaltung das Feld zu behaupten. Mit der Ausdehnung 
der Versuchsdauer iiberwiegt mehr und mehr eine Reaktion 
von entgegengerichtetem Verlauf; denn zu der Resynthese, die 
bestaindig neben der Spaltung einherliuft, kommt als weitere 
Komplikation die Umlagerung der primar entstandenen Spalt- 
produkte und deren Kondensation zu sog. Reversionsdextrinen 
hinzu, die zwar noch Dextrinjodreaktionen geben kénnen, aber 
nicht reduzieren, nicht mehr weiter spaltbar sind und mit Al- 
kohol ausfallen*). Aus dem Verhalten der mit der Zeitdauer 
mehr und mehr im System iiberwiegenden Endprodukte einer 
irreversibeln Reaktion, der Reversionsdextrine, ergibt sich daher 
ohne weiteres, daB stundenlang gestandene Formaldehyd-Starke- 
gemische zwar noch die Joddextrinreaktionen geben kénnen, 
aber weder reduzieren noch nach der Alkoholfallung eine Ge- 
wichtsabnahme gegeniiber der urspriinglichen Starke erkennen 
lassen®). . 
~~ 4) Abhandl. 172 dieses Jahrgangs. 

*) S. iiber die Reversionsdextrine und ihre Bildung aus reduzieren- 
den Spaltprodukten der Starke: Wohl, Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 23, 
2084, 1890; Wohl und Glimm, diese Zeitschr. 27, 349, 1910; Grimaux 
und Lefévre, Compt. rend. 103, 146; Kénig, Untersuchung landwirt- 
schaftl. und gewerbl.. wichtiger Stoffe, 1911, 281. 


5) Aus einer fehlenden Gewichtsabnahme bei der Alkoholfallung 
kénnte auch nicht, wenn es sich um gewohnliche Dextrine handelte, auf einen 











Zur Theorie der Diastasewirkung. 811 


DaB ein solcher in Wasser geléster Niederschlag der Al- 
koholfillung mit Jod auch unter Blaufairbung reagieren kann, 
beweist ohne weitgehende Variierung des Jodzusatzes, die nicht 
stattgefunden hat, nichts anderes als da Starke vorhanden 
war, sagt aber nichts dariiber aus, ob der Niederschlag nur 
aus Starke oder aus einem Stirke-Dextrin bzw. Stirke-Rever- 
sionsdextringemisch mit vorwiegendem Starkegehalt (wie er bei 
den hohen Starkekonzentrationen, welche die Autoren verwenden, 
zu erwarten ist) besteht. So sagt z. B. Zunz'): ,,Falls viel 
Amylodextrin und wenig Erythrodextrin im Verdauungsgemisch 
vorhanden ist, so erhailt man eine blaue Reaktion“, und es ist 
eine bekannte Erscheinung, auf deren Prinzip die von Sahli*) 
empfohlene Methode der Diastaseermittlung im Magensaft beruht, 
daB ein noch Starke enthaltendes diastatisches Spaltgemisch bei 
hinreichendem Jodzusatz unter Blaufirbung reagiert. Die Beriick- 
sichtigung der Jodmenge, welche die letztgenannte Methode vor 
derjenigen von Wohlgemuth voraus hat, war auch die Ursache, 
warum ich nur bei den ersten Vorversuchen und ebenso Herr 
Maggi (l.c.) nach Wohlgemuths Methode, bei den spiteren Ver- 
suchen aber nach Sahli arbeitete*), und ich verstehe nicht, dab 


mangelnden Staérkeabbau geschlossen werden; denn unter den Versuchs- 
bedingungen, wie sie auch Wohlgemuth anwendet — Zusatz von ab- 
solutem Alkohol im UberschuB —, wiirden selbst die einfachsten Dextrine, 
an deren Spaltproduktcharakter nicht zu zweifeln ist, quantitativ aus- 
gefallt, und eine Ursache zur Gewichtsabnahme gegeniiber der urspriing- 
lichen Starke besteht daher nicht, wenn die Spaltung nicht bis zu Zuckern 
gefiihrt hat oder letztere wieder in Reversionsdextrine iibergegangen sind. 

*) Zunz, Methoden zur Untersuchung der Verdauungsprodukte, in 
Abderhaldens Handbuch der biochem. Arbeitsmethoden, 3, 1. Halfte, 
217, 1910. 

*) Sahli, Lehrbuch d. klin. Untersuchungsmethoden, 6. Aufl., 1, 
588, 1913. 

5) Wie auch immer das Gemisch in dem man Dextrine nachweisen 
will, beschaffen ist, es darf das erhaltene Resultat nicht ein anderes sein, 
je*nachdem der betreffende Untersucher etwas geringere oder gréBere 
Jodmengen, etwas iltere oder frisch bereitete Jodlésung und etwas mehr 
oder weniger Wasser beim Verdiinnen verwendet. Zugabe der frisch 
hergestellten Jodlésung von bestimmtem Wirkungswert und des Wassers 
beim Verdiinnen in genau abgemessenen und ein fiir allemal festgesetzten 
Mengen an Stelle der unbestimmten Angaben ,ein paar Tropfen ®/,0- 
Jodlésung* bzw. ,tropfenweiser Zusatz von */,.-Jodlésung‘ und des 
Auffiillens der Glischen ,bis 2 Finger breit vom Rande“ wiirde die ele- 
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trotz meiner wiederholt betonten Feststellung dieser Tatsache 
immer wieder als Ausgangspunkt von Polemiken die Arbeits- 
methode von Wohligemuth angefiihrt wird und dies noch dazu 
in der von mir tiberhaupt nicht verwendeten und aus den an- 
gefiihrten Griinden in diesem Fall durchaus ungeeigneten 
24-Stundenmodifikation. 

Als besonderes Moment kommt bei den 6 Versuchen, die 
Herr Wohlgemuth anfiihrt, vor der Alkoholfaillung ein Zu- 
satz von Phenylhydrazin hinzu, um der im Sinne v. Kauf- 
manns vorausgesetzten lockeren Formaldehydstarkeverbindung 
den Formaldehyd durch Uberfiihrung in eine feste Verbindung 
— das Phenylhydrazon — zu entziehen. Es fehlt aber hier wie 


bei v. Kaufmann an jeder Beweisfiihrung, daB der Formaldehyd . 


eine solche Bindung mit der Starke wirklich eingeht, und da 
nicht freier, sondern gebundener Formaldehyd dem System durch 
das Phenylhydrazin entzogen worden ist. Da ferner der Al- 
kohol nach gegnerischer Auffassung die Starke aus der frag- 
lichen Formaldehyd-Starkeverbindung in Freiheit setzen und 
quantitativ ausfallen soll, so muB der Zusatz des Phenyl- 
hydrazins als iberfliissig erscheinen. Es wird dadurch nur eine 
neue Komplikation geschaffen. v. Kaufmann u. A. Lewite’) 
selbst haben eine Beschleunigung der Blaufirbung urspriinglich 
mit Jod Dextrinfarbungen zeigender Systeme durch zahlreiche 
Substanzen nachgewiesen, und es ist dies unsererseits durch die 
bekannte Steigerung der Empfindlichkeit der Jod-Starkereaktion 
interpretiert worden, durch welche auch in Gegenwart von 
Dextrinen nur die Jod-Starkereaktion zur Geltung kommt. Bei 
der von Wohlgemuth erwiahnten Zahigkeit, mit der das 
Phenylhydrazin dem Niederschlag der Alkoholfallung anhaftet, 
mu8 auch in diesem Fall mit einer Erhéhung der Empfind- 
lichkeit der Jodstairkereaktion und ihren Folgen durch zuriick- 
gebliebene Spuren von Phenylhydrazin gerechnet werden und 
die Versuche von Wohlgemuth sind daher noch weniger be- 
weisend fiir die reine Starkenatur der mit Alkohol erhaltenen 


gante Wohlgemuthsche Methode erst in den Stand setzen, unter- 
einander vergleichbare Resultate bei irgendwelchen Diastasebestimmungen 
zu liefern. 

)v. Kaufmann u. A. Lewite, Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 52, 
616, 1919. ° 
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Niederschlage als Versuche von anderer Seite, bei denen Alkohol 
allein zur Verwendung kam. 

Mit diesen letzteren teilen die Versuche von Wohlgemuth 
im iibrigen auch die erhéhte Temperatur, bei denen die Nieder- 
schlage der Alkoholfallung getrocknet werden. Die Tatsache 
allein, daB Wohlgemuth die erhaltenen Niederschlige im 
Dampftrockenschrank trocknet, schlieBt die Bedingungen in sich, 
unter denen Reichert’) Starkeriickbildung aus Erythrodextrin 
erhielt. Wenn daher Wohlgemuth und andere angeben, am 
urspriinglichen Formaldehyd-Starkegemisch die typischen Dextrin- 
firbungen mit Jod, am nach der Alkoholfallung erhaltenen, 
durch Erhitzen getrockneten Niederschlag dagegen die Starke- 
Jodfarbung bekommen zu haben, so wird man darin, im Ein- 
klang mit der Vorstellung, daB eine Staérkespaltung in Gegen- 
wart des Formaldehyds stattgefunden hat, nichts weiter zu 
suchen brauchen als eine Bestatigung der Reichertschen Ver- 
suche uber Starkeriickbildung beim Erhitzen. Wenn also auch 
der bisher fehlende Nachweis wirklich erbracht ware, daB der 
zuriickerhaltene Niederschlag ausschlieBlich aus Starke be- 
steht, so wire damit dennoch nicht entschieden, ob die urspriing- 
liche Starke vorliegt oder ob Starkeriickbildung aus primar bei 
der Formaldehydeinwirkung gebildeten Dextrinen unter den 
Arbeitsbedingungen stattgefunden hat. DaB die letztere An- 
nahme zutrifft, halte ich um so wahrscheinlicher, seit zu den 
Ergebnissen meiner Vorversuche die gleichsinnigen Resultate 
einer tiber Jahre ausgedehnten Arbeit von Herrn Maggi (I. c.) 
hinzugekommen sind, die zwar eine groBe Zahl von Hemmungs- 
erscheinungen der Spaltungsreaktion ergeben haben, nichtsdesto- 
weniger aber unter geeigneten Versuchsbedingungen nahezu 
alle Kriterien einer Starkespaltung erkennen lieBen. 

So verliuft analog der Einwirkung der Diastase auf die 
entsprechenden festen Stirkepriparate die Verfliissigung der 
Starke in jeglicher Form. Das Stiarkekorn erleidet Arrosionen 
und lést sich schlieBlich auf, wobei auch das Farbenbild bei 
Jodzusatz, der mehr oder weniger tiefgreifenden Wirkung des 
Formaldehyds oder der Diastase entsprechend, das niamliche 


1) Reichert, A reversion of the starch-dextrinreaction, Univ. Penn- 
sylvania Med. Bull. 23, 57, 1910. 
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ist. Starkekleisterzylinder und Starkekleisterplatten zeigen unter 
dem EinfluB des Formaldehyds die naémlichen typischen Auf- 
lésungserscheinungen wie bei den betreffenden Diastasenach- 
weismethoden, und in Formalinschalchen eingelegte, erstarrte 
Starkelésung enthaltende Mettsche Capillaren wurden in der- 
selben Formalinlésung, die schon zu einem Lésungsversuch ver- 
wendet worden war, selbst stiirker angegriffen als die Réhrchen 


des ersten Versuches. 

So .werden ferner so charakteristische Zuckerreaktionen wie die- 
jenige von Moore-Heller und die Caramelprobe — bei Zusatz von konz. 
Schwefelsiure zu den nach Moore-Heller behandelten Reaktionsge- 
mischen sofort glatt erhalten; ebenso die Rubnersche Probe, wenn man 
der auch an kiinstlichen Zucker-Formaldehydgemischen') sich ‘geltend 
machenden Hemmungswirkung Rechnung trigt und die Mischungen 
mehrere Stunden kocht, wodurch die Farbenreaktion eine Verschiebung 
ins Braunliche erfahrt. Hier, wie insbesondere auch bei den Reduktions- 
proben mit Fehlingscher und Pavyscher Lésung, ist eine méglichst bald 
nach der Mischung von Starke und Formaldehyd zur Ausfiihrung ge- 
langender Versuch fiir einen positiven Ausfal] der Probe giinstig, aus- 
genommen bei heterogenen Systemen, wo die Reduktionsprobe mikro 
chemisch an mit Formaldehyd gestandener fester Starke ausgefiihrt wird. 
Viel auffallender sind die Reduktionswirkungen sowohl an manchen mehr- 
mals fraktioniert dialysierten Dialysaten von Formaldehyd-Starkege- 
mischen selbst, wie an den mit Wasser aufgenommenen Riickstanden 
solcher Dialysate, die durch langeres Stehen bei gew6hnlicher Temperatur 
von Formaldehyd befreit worden sind. Solche fraktioniert dialysierte 
Dialysate sind haufig auch girfihig, und es konnte aus ihnen ein in 
charakteristischen, gelben Rosetten krystallisierendes Osazon erhalten 
werden, das bei 180 bis 182° schmilzt. Werden die in der angegebenen 
Weise giinzlich vom Formaldehyd befreiten Verdunstungsriickstande in 
wenig Wasser aufgenommen, mit der 10fachen Menge 96°/,igen Alkohols 
versetzt — wodurch alle Dextrine und evtl. noch mitgerissene Starkespuren 
ausfallen —, und das alkoholische Filtrat verdunstet, so liefert der Ver- 
dunstungsriickstand offenbar das namliche Osazon beim Behandeln mit 
Phenylhydrazinchlorhydrat und Natriumacetat, und fiir dieses fallt eine 
andere Deutung als diejenige eines Zuckerosazons nicht in Betrachf. 
Derselbe alkoholische Verdunstungsriickstand zeigt ausgesprochene Re- 
duktionswirkungen und ist garfahig. 

Es zeigen endlich auch Starke-Formaldehydgemische wabrend der 
ersten '/, Stunde nach der Mischung eine Volumenabnahme, die gréBer 
ist als die durch die Polymerisation des Formaldehyds veranlaBte, ganz 
analog der Volumenabnahme, die Diastase-Starkemischungen zeigen 
und die Anfangswerte bei der Viscositétsbestimmung nach HeB 


1) Gepriift wurden Glucose und Maltose. 
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liegen tiefer als der arithmetische Mittelwert von Starke und Formalde- 
hyd allein. 

Das Auftreten der typischen Dextrin-Jodfarbungen in Form- 
aldehyd-Starkegemischen, um deren Deutung sich alle Pole- 
miken drehen, bildet daher nur einen integrierenden Bestandteil 
in dem Gesamtbild einer Starkespaltung, das die Formaldehyd- 
wirkung mehr oder weniger deutlich ausgepragt unter geeig- 
neten Versuchsbedingungen darbietet. 














Uber den vermeintlichen Abbau der Starke durch 
Formaldehyd. SchluBwort an Fri. G. Woker. 


Von 
J. Wohigemuth. 


(Aus der chemischen Abteilung des Rudolf -Virchow-Krankenhauses - 
zu Berlin.) 


(Eingegangen am 29. September 1919.) 


Friiher habe ich gezeigt, daB die Behauptung von G. Woker, 
Formaldehyd zerlege die Starke nach Art der Diastase, unzu- 
treffend ist. Sieht man von allen unwesentlichen theoretischen 
Erérterungen ab, so sind es zwei Punkie, die Fri. Woker in 
vorstehenden Ausfiihrungen meinen Beweisen entgegenzuhalten 
versucht. Wenn inzwischen auch bereits von verschiedenen 
anderen Autoren [(Jacoby'), von Kaufmann und Lewite’), 
Sallinger*)] mit andern Methoden iibereinstimmend und iiber- 
zeugend gezeigt worden ist, daB alle Annahmen von Fri. W. 
irrtiimlich sind, so halte ich es doch im Interesse der Sache 
fiir angebracht, W.s neue Einwande kurz zu widerlegen. 


Frl. W. erhebt in vorstehender Abhandlung gegen meine 
Versuche den Einspruch, daB ich die Formaldehyd-Stirke- 
gemische 24 Stunden habe im Brutschrank stehen lassen, und 
daB bei so langer Einwirkungsdauer der Formaldehyd mit den 


1) M. Jacoby, Ber. 52, 558, 1919. 

2) v. Kaufmann und Lewite, Ber. 50, 198, 1917; 52, 616, 1919; 
diese Zeitschr. 78, 371, 1917. 

8) H. Sallinger, Ber. 52, 651, 1919. 
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Spaltprodukten der Starke Verbindungen eingehe, die den 
Nachweis derselben sehr erschweren. Bei der Ausdehnung der 
Versuche iiber mehr als wenige Stunden wiirde eine Reaktion 
von entgegengerichtetem Verlauf (Resynthese) eintreten, und 
nur ganz zu Anfang kénne das Bild der Spaltung das Feld 
behaupten. — Ferner wird meinen Versuchen entgegengehalten, 
daB die Niederschlige der durch Phenylhydrazin-Alkoholfaillung 
vom Formaldehyd befreiten Stiirke bei zu hoher Temperatur 
(ca. 98°) getrocknet seien, und daB hierbei eine Riickbildung 
der Stirke aus ihren zunachst vorhanden gewesenen Abbau- 
produkten stattgefunden habe. 

Obgleich es eigentlich selbstverstandlich erscheint, daB Frl.W. 
die einfach behauptete Reversionswirkung des Formaldehyds 
auf angeblich gebildete Dextrine erst einmal beweisen miiBte, 
und so leicht es ware, ihre Einwande im einzelnen zu wider- 
legen, so méchte ich doch, um jeder iiberfliissigen Diskussion 
zu begegnen, mich nur auf die sachliche Wiedergabe von 3 
weiteren Versuchen beschrinken, bei denen alle diese vermeint- 
lichen Fehlerquellen nicht in Betracht kommen. 

Die Versuche habe ich simtlich mit léslicher Starke 
angestellt und zwar derart, daB ich Formaldehyd auf eine 
Stirkelésung bei Brutschranktemperatur so lange einwirken 
lieB, bis auf Zugabe von Jodlésung gerade die Blaufirbung ver- 
schwunden war. Dies dauerte 4 bis 5 Stunden. Der parallel 
angestellte Hauptversuch von genau der gleichen Zusammen- 
setzung diente zur Isolierung der Starke, waihrend zur Kon- 
trolle das gleiche Quantum Stirkelésung mit der dem Form- 
aldehyd entsprechenden Menge destillierten Wassers ebenso 
lange im Brutschranke verblieb. Die Aufarbeitung geschah wie 
friiher durch Zusatz der berechneten Menge von Phenylhydrazin 
in absol. Alkohol und einem weiteren Uberschu8 von Alkohol 
absol., in den Kontrollen allein durch Zusatz von Alkohol absol. 
im Uberschu8. Die Niederschliage wurden auf gewogene Filter 
gebracht, reichlich mit absol. Alkohol und dann mit Ather ge- 
waschen, im Vakuumexsiccator bei Stubentemperatur bis zur 
Gewichtskonstanz getrocknet und gewogen. Siamtliche Nieder- 
schlage aus den Formaldehydversuchen erwiesen sich voll- 
kommen frei von Formaldehyd. Das Resultat ist aus folgen- 
der Zusammenstellung ersichtlich: 
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Zuriickgewonnen aus den Aus den 


Angewandt Formaldehyd-Versuchen Kontrollen 
. . 10,0 cem einer ca. " ~ 
Versuch I: 2,59 /,ig.Stéirkelésung 0,2531 g 0,2519 g 
7 ; _ 20,0 com einer ca. P 
Versuch II: 20/,ig. Stiirkelésung 0,4126 g 0,4121 g 
Versuch III; 15:9, ccm _ einer a. 0,1583 g 0,1591 g 


1°), ig. Starkelésung 


Es hat sich somit auch in diesen 3 Versuchen die mit 
Formaldehyd behandelte Starke in der gleichen Menge wieder- 
gewinnen lassen wie die nicht vorbehandelte Starke, obwohl 
doch hier sicherlich keine ,,Resynthese“ stattgefunden hat. 

Um aber auch dem Einwande zu begegnen, dab die Nieder- 
schlage nur zum Teil aus Starke bestanden hatten im Gegen- 
satz zu den Niederschligen aus den Kontrollversuchen, habe 
ich von allen das Drehungsvermégen bestimmt und das Ver- 
halten gegen Jod eingehend festgestellt. 

Zur Ermittlung des Drehungsvermégens wurden samtliche 
Niederschlage in genau 20,0 ccm Wasser gelost. Die Losungen 
der Niederschlage aus den mit Formaldehyd vorbehandelten 
Portionen zeigten die gleiche Opalescenz wie die aus den nicht 
vorbehandelten. Das Ergebnis der Polarisation war folgendes: 


Drehung des gelésten Niederschlages, auf Traubenzucker berechnet, 


aus Formalinlésung aus waBriger Losung 
Versuch I: + 3,60°/, + 3,60°/, 
Versuch II: -+ 6,46°), + 6,449), 
Versuch III: +- 2,449), -+- 2,42°/, 


Also auch hier eine Ubereinstimmung, wie man sie sich 
besser nicht wiinschen kann! 

Das Verhalten gegen Jod wurde in der Weise gepriift, 
da8 von den zur Polarisation verwandten Lésungen eine Ver- 
diinnungsreihe angesetzt wurde, derart daB eine Serie von 
Reagensglisern mit absteigenden Mengen der Lésung (1,0, 0,5, 
0,25, 0,125 usf.) beschickt wurde. Sodann wurde jedem Glis- 
chen 1 Tropfen ™/,,9-Jodlésung zugesetzt und nun die eine 
Reihe mit der zugehérigen Kontrollreihe verglichen. Dabei 
zeigte sich nicht bloB eine absolute Ubereinstimmung in der 
Farbennuance der korrespondierenden Glaschen, sondern die- 
jenige Verdiinnung der Hauptreihe, bei der noch gerade 
eine schwache Blaufairbung zu erkennen war, entsprach genau 
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der Verdiinnung der Kontrollreihe, bei der ebenfalls die unterste 
Grenze der Blaufirbung bestand. 

Damit muB als erwiesen $elten, daB die Niederschlige, 
die beziiglich ihrer Gewichte eine vollkommene Ubereinstimmung 
zeigten, auch in ihrer Zusammensetzung vollstindig gleich- 
artig waren. 

Ich kann deshalb nur nach wie vor in Uberein- 
stimmung mit den bereits genannten Autoren erklaren, 
daB die Behauptung von Frl. Woker, der Form- 
aldehyd sei imstande, nach Art der Diastase Starke 
abzubauen, nicht zutrifft. Aus diesem Grunde eriibrigt 
sich auch, auf die ,,Theorie* von Fri. Woker naher einzugehen. 
Denn es ist miiBig, iiber eine Theorie zu diskutieren, fiir die 
die experimentellen Beweise fehlen. 

Beziiglich dieser ,,Theorie“ erklart Fri. W. auf S. 309: 
»Hatten meine Vorversuche usw. kein positives Ergebnis gehabt, 
so hatte ich weitere Aldehyde auf hydrolysierende Fahigkeiten 
gegeniiber der Starke gepriift, niemals aber eine Theorie 
aufgegeben, die usw.“ Wenn Fri. W. auch jetzt noch auf dem 
Standpunkt stehen sollte, ihre Theorie der Diastasewirkung 
aufrecht erhalten zu wollen, so- wird ihr nichts anderes iibrig 
bleiben, als diese ,,Theorie“* mit einem anderen Aldehyd zu be- 
weisen. Fiir den Formaldehyd wenigstens darf der Beweis als 
vollig miBgliickt gelten, und ich halte weitere Auseinander- 
setzungen hieriiber fiir nicht ersprieBlich. 

Was im iibrigen Frl. Woker an meiner Diastasemethode 
auszusetzen hat, ist ginzlich belanglos. Die Methode hat sich 
seit vielen Jahren in zahllosen Fallen so iibereinstimmend be- 
wahrt, daB ihre Kritik deren Wert nicht herabzusetzen vermag. 
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